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Este livro é uma introdução descritiva 
de vários métodos cromatográficos 
que estão sendo usados tanto em 
pesquisas universitárias quanto em 
análises de rotina em laboratórios 
industriais. Ele reúne os princípios 
básicos da cromatografia com 
descrições de suas diferentes 
modalidades, seus equipamentos e 
aplicações. 

O livro preenche lacuna resultante da 
falta de uma obra em língua 
portuguesa que aborde de forma 
didática e completa as várias técnicas 
cromatográficas. Ele tanto serve como 
livro-texto para alunos de graduação e 
de pós-graduação quanto como um 
manual para usuários de 
cromatografia, apresentando, além dos 
conceitos básicos, várias referências 


que podem complementar o interesse 
de pessoas que atuam naücampo 
cromatográfico. O livro também traz 
uma série de experiências simples e 
relativamente fáceis éjue podem 
auxiliar no ensino da técnica. 

Assim, esta obra, ao lado de ser uma 
peça importante parà çarpesquisadores 
químicos, é também 'dè grande valia 
para pesquisadores de outras áreas, 
como biologia, ciências farmacêuticas, 
engenharia de alimentos e geologia, 
que possuam problemas de 
separação química e recorram à 
cromato 

auxiliar 
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De modo geral, as técnicas c ro ma 



s sao 


• / # 

dc larga aplicação cm química c bioquímica, na 


pesquisa c na ind ústr ia. , 

Estas técnicas cromalográficas variam desde as de extrema simplicidade, que podem ser facilmente 
manipuladas por não- peritos, até as de alta sofisticação, usadas só por especialistas. Entre estes dois extremos 

existem muitas variações dc maior ou menor complexidade.) 

Para cada modalidade dc cromatografia estão disponíveis livros especializados, baseados cm artigos 
originais, publicados em inglês ou outra língua estrangeira nas revistas dc cromatografia. Porém, são raros 
os livros em língua portuguesa que contêm as informações básicas, teóricas c práticas sobre estas técnicas 

de tão largo uso. 

Na tentativa de evitar a dependência de livros em língua estrangeira, publicamos, cm 1987, a primeira 
edição deste livro básico sobre técnicas cromalográficas que apresentou informações sobre as varias 
modalidades de cromatografia. O sucesso obtido nos motivou a lançar esta nova edição, exaustivamente 
revisada e ampliada, tanto no conteúdo dos capítulos já existentes quanto do novo, descrevendo outra 

modalidade de cromatografia. 

Este livro continua sendo destinado ao uso, como texto, cm cursos a nível de graduação ou como livro 
introdutório às técnicas dc separação cromalográfica para pós-graduandos. Pode também servir como base 
para o pesquisador que pretende usar a cromatografia apenas como uma ferramenta em suas experiências, 

sem necessitar de uma base teórica profunda. 

S 

Consequentemente, este livro não se destina a especialistas c nem é um compêndio que abrange 
referências a todos os novos desenvolvimentos no campo. Técnicas cromalográficas estão em contínuo 
desenvolvimento^ rapidamente tornam obsoleto qualquer livro desta categoria. Sendo assim, esta finalidade 
será melhor atingida pela consulta a livro c outras referências citadas nas listas bibliográficas que 
acompanham cada capítulo, bem como novos livros ainda não publicados. 


A obra consiste dc um capítulo descrevendo os princípios básicos dc cromatografia, oito capítulos que 

descrevem as diferentes técnicas cromalográficas e um capítulo que reúne sugestões para experimentos na 
programação experimental das disciplinas; bem como os apêndices que apresentam os símbolos 
recomendados para uso cm cromatografia na língua portuguesa c outras informações importantes. 
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Apesar dos capítulos terem autores diferentes, cada um descrevendo a sua especialidade, houve um 
esforço coletivo na confecção do texto para que os termos e símbolos fossem uniformes. Os termos e símbolos 
usados são os sugeridos em publicações recentes na revista Química Nova (vol. 11, pp. 443-464 (1988) e vol. 
12, pp. 92-94 (1989)), que se baseiam, em sua maioria, nos recomendados pela União Internacional de 
Química Pura e Aplicada. Entretanto, leitores que procurarem as referências citadas deverão estar alertas 
para o fato de que os símbolos e termos aqui usados podem estar substituídos por outros, sendo que, 
recentemente, não existia uniformidade nos símbolos e termos usados nas diferentes modalidades de 

cromatografia. 

As unidades das quantidades físicas e símbolos adotados seguiram as indicações do Sistema 
Internacional de Unidades (Le Système International d’Unilés (SI), 5* edição, 1985). 

Os editores e autores desta obra consideram que nela aplicaram o melhor de seus esforços. No entanto, 
agradeceriam não só sugestões como indicações para erros e/ou conceitos mal formulados. Além disto, 
agradecem aos que direta ou indiretamente colaboraram com seu trabalho e entusiasmo para que esta 
publicação se tornasse viável. 
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CAPÍTULO I 
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PRINCÍPIOS BÁSICOS DE 

CROMATOGRAFIA 


Carol H. Collins 
Instituto de Química da 
Universidade Estadual de Campinas 
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^JEiitrc os métodos modernos de análise, a cromatografia o cupa um lugar de destaque devido^a sua 
facilidade em efetuar a separação, identificação e quantificação das espécies químicas, por si mesma qu 
em conjunto com outras técnicas instrumentais de análise, como, por exemplo, a cspectrofotometria ou a 

cspectromctria de massas. 

A cromatografia é um método físico-químico de separação dos componentes de uma mistura, 

realizada através da distribuição destes componentes ent re d uas fases, que estão cm contato íntimo. Uma 

das fases permanece estacionária enquanto a outra move-se através dela. Durante a passagem da fase móvel 

sobre a fase estacionária, os componentes da mistura são distribuídos entre as duas fases, de tal forma que 

cada um dos componentes é selctivamente retido pela fase estacionária, resultando em migrações 

$ 

diferenciais destes componentes. 



Existem vári 




sobre algumas destas formas 


\ 


serão assuntos dos capítulos a seguir, enquanto que neste serão apresentados alguns dos conceitos mais 
gerais. Antes disto, será relatada uma breve revisão histórica do desenvolvimento das técnicas 
cromatográficas mais importantes.,.^^ 


2. ASPECTOS HISTÓRICOS DA CROMATOGRAFIA 


Os termos ''cromatografia", "cromatograma" e "método cromatográfico” são atribuídos ao botânico 
russo MIKHAEL SEMENOVICH TSWETT, que, em 1906, utilizou estes termos cm dois trabalhos 
descrevendo suas experiências na separação dos componentes de extratos de folhas c gema dc ovo, onde 
usou colunas de vidro recheadas com vários sólidos, finamcnte divididos, e arrastou os componentes com 
éter de petróleo. O nome dcriva-sc das palavras gregas "chrom" (cor) e "graphe” (escrever), embora o 
processo não dependa da cor, exceto para facilitar a identificação dos componentes separados. 

/jodavia, nesta época os processos, aplicando a migração diferencial, já eram bem conhecidos. 
Paralelo aos desenvolvimentos dcTSWETr, REED, na Inglaterra, c DAY, nos Estados Unidos, aplicaram 
colunas contendo sólidos para a separação desais orgânicos c amostras dc petróleo, rcspcctivamcntcJBcm 
antes destes, R UNGE descreveu os "desenhos" feitos por misturas de sais e por tintas que foram colocadas 
no centro de um papel de filtro c depois espalhadas pela passagem de um solvente, enquanto 
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SCHOENBEIN fez experiências similares com tiras de papel mergulhadas em solventes. () uso dc sólidos 
em camada delgada sobre vidro, no lugar de papel, para o desenvolvimento circular dc misturas de sais 

inorgânicos foi experimentado por BEYERINCK em 1889. 

Apesar destas experiências, considerou-se que a época moderna dc cromalografia começou na 

décadaTBe 30, quando KUHN e LEDERER "rcdcscobriam" e aperfeiçoaram a cromalografia cm coluna, 

idcntiíTcando as xantofilas da gema de ovo, usando 


TSWETT 


uma coluna recheada com carbonato de cálcio pulverizado c éter dc petróleo como fase móvel. 

Em 1941, MARTIN e SYNGE publicaram um trabalho no qual descreveram a cromalografia por 
partição (cromatografia líquido-líquido), aplicaram o conceito de altura equivalente a um prato teórico á 
cromatografia e anteciparam o surgimento de duas cromatografias: a gasosa e a líquida dc alta eficiência. 
Por este trabalho receberam o Prêmio Nobel em 1952. MARTIN também participou em outros 
desenvolvimentos importantes na história da cromatografia: com CONSDEN e GORDON, rcintrodu/iu a 
cromatografia em papel; com HOWARD, desenvolveu a cromatografia líquida aplicando as chamadas 

Yases reversas"; e com JAMES, atualizou a cromatografia gás-líquido. 


A cromatografia gás-sólido foi descrita pela primeira vez em 1941, por I IESSE c col., que separaram 
dois ácidos graxos, no vapor a 100°C, arrastando-os sobre sílica com o gás, dióxido de carbono, enquanto 


v 


CREMER c PRIOR foram os primeiros a descreverem um cromalógrafo a gás completo. ) 


O desenvolvimento, quase simultâneo, do detector por ionização cm chama por PRE I ORIUS e col. 
e por McWILLIAMS e DEWAR, ampliou a sensibilidade do método cromalográfico, enquanto que a 
introdução de colunas capilares por GOLAY ampliou os seus poderes analíticos, ao ponto de tornar a 

r~ 

cromatografia gasosa o método analítico de separação c determinação mais usado no mundo. 1 

A cromalografia cm camada delgada foi reintroduzida em 1938, por IZMAILOV c SCHRA1I3ER, 
para a análise de produtos farmacêuticos, mas não foi muito usada até o desenvolvimento, por Kl RCI 1NER 
e col.. do método de aderir o sólido ao suporte e, por STAHL, do método dc preparar as placas com 
reprodutibilidade. 


A cromatografia por troca iônica também leve seu início, na época moderna, nos anos 30, com a 
síntese^ por ADAMS e HOLMES, das primeiras resinas dc troca iônica, baseadas cm fenol e formaldcído, 

f 

que permitem a troca de cátions. Posteriormenlc, resinas dc poliacrílico ou poliestireno cntrccruzado com 
divinilbenzeno, com substituinfêJsulfônicos, carboxílicos ou alquilaminos, substituíram as originais. 

As resinas de poliestireno-divinilbenzeno são as mais aplicadas cm bioquímica, tendo início com as 
experiências de COHN na separação de aminoácidos originados dc ácidos nucléicos. A separação de 
aminoácidos foi aperfeiçoada por MOORE c STEIN c, posteriormente, mecanizada por eles, usando uma 
bomba pcristállica para empurrar a fase móvel c um fotômetro para a detecção, após uma reação para 
produzir os derivados com ninhidrina. Em 1959, este sistema para a análise dc aminoácidos foi modificado 
por HAMILTON e ANDREWS, com a introdução de uma bomba tipo pistão, similar as usadas ainda hoje 
em cromatografia líquida de alta eficiência. 

Outros desenvolvimentos na década de 60, por KARR c col., JENTOFT c GOUW, HUBER c 
HUCSMAN, SNYDER, KJRKLAND e outros, aperfeiçoaram os sistemas dc bombeamento c detecção 
de cromatografia líquida de alta eficiência, éomprovando que o uso destes equipamentos, operado com 
fase móvel líquida sob pressão e com métodos de detecção sensíveis, possibilita análises de rapidez 
comparável às de cromatografia gasosa, com resultados altamente satisfatórios. 

Paralelamentc, os enchimentos para a cromatografia líquida dc alta eficiência foram sendo 
dcséhvolvidos, inicialmcntc os pclicularcs (partículas supcrficialmentc porosas) por HAL.ASZ e por 
HORVATH, ç) posteriormente as partículas completamcnlc porosas de diâmetro pequeno (10 // m, 5 // m 
e 3 f t m )p^KIRKLAND c outros. O desenvolvimento, por NICKLESS c col., dc fases estacionárias 


I 



14 


contendo grupos alquilas quimicamente ligados ao suporte permitiu a aplicação da chamada fase reversa 
(fase estacionária apoiar), ampliando as aplicações desta técnica-, enquanto a introdução de colunas de 
diâmetro interno menores (as "microbores" e as "capilares recheadas") por SCOTT e por NOVOTNY 
viabilizaram o uso de cromatografia líquida de alta eficiência para qualquer tipo de análise, quer organica 
quer inorgânica. 


co 


/Õ. 

itfgríi 


KLESPER 


GOUW c JENTOFT 


anos seguintes. Somente cm 1983 6 que foi lançado o primeiro aparelho comercial dedicado a esta técnica. 

Além do fato de que vários zcolitas e amidos naturais c modificados já tenham sido testados para a 
separação de compostos neutros de tamanho grande, Jfoi o desenvolvimento de um gel de dextrano 
entrecruzado que possui propriedades de uma peneira quase perfeita, por PORATH e FLODIN, que 
iniciou a cromatografia por exclusão para separações de moléculas de interesse biológico em soluções 


aquosas. 


/ 



Separações por tamanho de polímeros, requisitando o uso de solventes orgânicos, foram realizadas 

JORE, usando poliestirenos com grau variável de cntrccruzamenlo/7 

f As primeiras experiências cm cromatografia por bioafinidadc foram feitas por LERMAN e col. em 
19§l7^Eles isolaram anticorpos usando uma coluna recheada com celulose contendo os antígenos 



iados. Aperfeiçoada por ANF1NSEN c col., com o uso de gels de dextrano contendo grupos 
específicos quimicamente ligados, esta técnica tem grande aplicação na separação c purificação de 
proteínas c ácidos nuclcicos, pois permite a imobilização de somente as espécies complementares aos 

grupos ligados, c a sua posterior cluição com nova fase móvel. 

Várias outras revisões históricas, mais extensas e/ou mais específicas, se encontram na leitura de 
cromatografia. O leitor interessado pode consultar, dentre estas, a publicada por MORHY. 


® 3. AS CLASSIFICAÇÕES DA CROMATOGRAFIA 

m 

^São vários os critérios usados para a classificação das diferentes modalidades de cromatografia, sendo 
os maís comuns relacionados à técnica empregada, ao mecanismo de separação envolvido c aos diferentes 

tipos de fases utilizadas. 

A forma física do sistema de cromatografia define a técnica geral: a fase estacionária pode ser ^ 
colocada em um tubo cilíndrico ou disposta sobre uma superfície planar, Baseando-se nesta, a^ 
cromatografia pode ser subdividida em cromatografia em coluna e cromatografia planaria primeira, de 
acordo com o tamanho do diâmetro interno do tubo, temos as colunas preparativas (ÍP5# mm), analíticas 
(2-6 mm) c com microdiâmclro (<2 mm). As colunas preparativas c analíticas sempre apresentam a fase 
estacionária na forma de partículas e a fase ativa na forma de um sólido ou de um líquido que tanto pode 
recobrir a superfície do sólido como estar quimicamente ligado a ele. As colunas com microdiâmelro 
também podem ser recheadas com a fase estacionária ou podem possuir a fase estacionária sob a forma de 
um filme ou de partículas aderidas nas paredes do tubo. 

■ Considerando o estado físico da fase móvel, distinguc-sc afcromatografia gasosa, onde a fase móvel 
é um gás, a cromatografia líquida, onde a fase móvel é um líquido, c a cromatografia supcrcrítica, onde se 
usa como fase móvel um vapor pressurizado, cm temperatura acima de sua temperatura crítica, com as 
vantagens de ter viscosidade menor do líquido, mas mantendo as propriedades de interação com os solutos^ 
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/ 

'\i^££2í25tOjg r ariajíquida em coluna ta mbém se d ivide em dois grupos: a cromatografia líquida clássica, 
f eita e m colunas de vidro, sob pressão atmosférica, com o fluxo da fase móvel devido à força da gravidade 
(por isto, às vezes esta técnica é chamada "çromatografia líquida por força da gravidade,'); c a c romatografia 
líqu ida de alta eficiência (CLAE), que usa colunas metálic as c pre ssõe s dc fase móvel elevadas, obt idas 
com auxilio.de umabombajJc ajta.pie.ssão 


\ 


empu rrar a fase móvel com vazão mjds_ii.pid%3(rcsultando cm outro nome: 


■ ^ ^ ^ _ ( ^ . . r - - « 

cromatografia líquida de alta velocidade"). Sugcrc-sc, como nome preferido desta técnica, cromatografia 

✓ • t fl % . M - I t /*• • A • ■ 


na separação. 


í§ 


sor líquido ou sólido . O líquido pode 
imobilizado sobre este. Ai mob ilização jode 

__ ^ rópjio hquido. Devido as vantagens 

de volatilidade e solubilidade reduzidas atribuídas às fases estacionárias contendo a parte ativa na separação 
quimicamente imobilizada sobre o suDorte. é comum considerar-se esta uma categoria distinta, ou seja, a 


Justifica 


freqüentemente difere dos mecanismos atribuídos às fases estacionárias líquidas ou sólidas. 


A Figura 1-1 mostra as 



<; f In rmmaingr iilin, segundo as formas físicas mais encontradas. 
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FIGURA 1-1 Classificação dc cromatografia pelas formas físicas. 


yUriia outra classificação baseia-se na polaridade relativa das fases. Em cromatografia gasosa, a fase 
movei é inerte e a separação ocorre devido as interações das moléculas da amostra com a fase estacionária, 
enquanto que, na cromatografia líquida, a polaridade dc ambas as fases 6 importante. Chama-se 
cromatografia liquida com fase normal quando a fase estacionaria c mais polar do que a fase móvel e 
cromatografia com fase reversa quando sc tem o inverso, ou seja, a fase móvel é mais polar c a fase 

estacionária mais apoiar. 


O método dc introdução da amostra e seu subsequente desenvolvimento constitui um outro tipo de 
classificação (Figura 1-2). A introdução da amostra cm uma única aplicação c seu desenvolvimento com 
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uma fase móvel pura, que arrasta a amostra ao longo da coluna, é o método da eluição, o tipo mais 


1 - 


1 


encontrado em cromatografia analítica. Na cromatografia preparativa, éspecialmente em nível industrial, 




freqüentemente usa-se o desenvolvimento por deslocamento, onde os componentes da amostra, uma vez 

f i « • * • 


íí.f: 

'ví :• 


níS 


aplicados à coluna, são arrastados ao longo da mesma usando, como fase móvel, um deslocador que é mais 

/ t _ i - i • . - 


~ t 
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si 


atraído pela fase estacionária que qualquer um dos componentes. O cromatograma resultante não mostra 


*3 ■ 


picos separados, mas bandas dos componentes 
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(Figu 


í. 
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único que sai na forma pura (Figu 


conlinuamente aplicada à coluna, sendo o componente 
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FIGURA 1-2 


Métodos de desenvolvimento cm cromatografia. 
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Entretanto, considera-se que a classificação mais importante çm cromatografia baseia-se no 


mecanismojde 


Os processos físicos são de sorção - adsorção ou absorção (partição) - e são baseados principalmente 
em atrações eletrostáticas ou dipolares (forças de van der Waals), incluindo a formação de pontes de 
hidrogênio. 

Quando se trata de um sólido, como sílica ou alumina, como fase estacionária, 9 adsorção do soluto 


ocorre na interface entre o sólido e a fase móvel, devido a presença de grupos ativos nas suãs superfícies 
( Figura I-3a). A dessorção do soluto implica na volta deste à fase móvel. Este ó o mecanismo mais 

' [ IMm t m ^ ^ l_jy-u 

comumente encontrado em cromatografia em camada delgada (CCD), em cromatografia gás-sóiido (CGS), 


(CLS) e cromatografia supcrcrítica com fase estacionária sólida (CSS) 







FIGURA 1-3 


Esquema dos mecanismos cromatogníficos dc a: adsor^l 


o; b: partiç.lo; c: 


troca iAnica; d: bioafinidade c c: cxclusSo. 
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Xiuando 



nas paredes do tubo croniatogrâfico,o processo é intraíacial; ocorrendo por absorção, ou partição, que se 
baseia nas diferentes solubilidades dos componentes da amostra na fase estacionária , (Figura I-3b). A volta 
dos componentes à fase móvel depende de sua volatilidade (fase móvel gasosa) ou de sua solubilidade nesta 
fase (fase móvel líquida). Encontra-se este mecanismo na cromalografia cm papel (CP), na cromatografia 
gás-líquido (CGL) c na cromatografia líquido-líquido (CLP). 

As fases quimicamente ligadas são preparadas reagindo-se alguns grupos hidroxílicos que se 

encontram na superfície do sólido, normalmcnte a sílica, com grupos alquilas ou alquilas substituídos. 

# 

Dependendo do tipo de ligação entre o suporte c a cadeia substituente, estas fases mostram maior 
estabilidade às temperaturas altas e resistem a dissolução pela fase móvel. Estas fases estacionárias 
apresentam aos componentes da amostra tanto cadeias longas de alquila, que funcionam como líquido 
apoiar, como regiões da superfície com pontos ativos interfaciais. Sendo assim, o mecanismo de separação 
destas fases ó um compromisso entre partição c adsorção e as suas contribuições dependem da quantidade 
relativa de cada tipo de grupo funcional. Estas fases estacionárias quimicamente ligadas são as formas mais 

* É 4 - 1 . . . ê f. O 


representativas de cromatografia líquida 



coluna (CLFL), sendo também muito usadas na cromatografia 


X ^ I ' ' ' 

que emprega um fluido supcrcrítico com fase móvel (CSFL). Apesar de terem sido inicialmente 
desenvolvidas para a cromatografia gasosa (CGFL), o seu uso nesta modalidade 6 menor, exceto com 
colunas de dimensões capilares, onde a fase estacionária está frequentemente imobilizada ou quimicamente 

ligada à parede do tubo. Fases quimicamente ligadas estão sendo usadas com mais frequência na 

^ 1 


camada 


delgada dc alta eficiência (CCDAE). 

Para o processo químico dc troca iônica, a fase estacionária 6 constituída de uma matriz onde são 
adicionados grupos funcionais ionizáveis. Assim são obtidos os trocadores aniônicos que têm sítios ativos 
carregados posilivamente, relendo anions, e os trocadores caliônicos, que têm sítios carregados 

ncgativamcnlc que retêm cátions. 

A fase móvel é, geralmente, uma solução iônica com propriedades lamponanlcs, escolhidas dc forma 
a scr compatível com o tipo dc trocador usado. Desta maneira, se a fase estacionária retêm cátions, a fase 
móvel deve conter cátions capazes dc substituí-los prcfcrcncialmcntc. A Figura J-3c indica uma 
representação do mecanismo dc cromalografia por troca iônica (CTI) (ver capítulo V). 

Outro processo químico encontrado na cromalografia utiliza grupos com especificidade biológica 
quimicamente ligado às matrizes. Estes grupos, que podem scr, por exempla, antígenos, enzimas ou 
lecitinas, retiram da fase móvel somente os componentes complementares, os anticorpos, proteínas ou 
açúcares, rcspcclivamcnlc, deixando passar todas as outras espécies da amostra, como indica a Figura I-3d. 
Na cromalografia por bioafinidade (CB), a cluição dos componentes retidos pode ocorrer com a mudança 
das propriedades da fase móvel, por exemplo, a sua acidez, que modifica as propriedades ou do grupo 
ligado ou do seu complementar, ou por métodos dc deslocamento usando outro grupo fortemente atraído 

(ver capítulo VII). 

A cromatografia por exclusão ( CE) bas eia-se cm um processo puramente mecânico. A Jfasç 


estacionária é uma matriz dc composição inerte, com partículas de forma, t aman ho e porosidade uniformes. 

__ _ * « •*'***■*■ ^ 1 ttm 

moléculas da amostra são separadas porque as menores são capazes dc pene trar facilmente em todos 
:>s poros da fase estacionária, cquilibrando-sc com n fase móvel inlrasti çial e int ersticial, enquant o as 
naiores são excluídas dc todos os poros/ passando entre os grânulos acompanhando a fase móvel 
nlcrslicial, isto é, a fase móvel que fica fora dos poros ( Figura I-3c). As moléculas com tamanho efetivo 
ntermediário migram com velocidades variáveis entre estes dois extremos, sendo que possuem penetração 
;clcliva nos poros, entrando cm alguns, mas não em lodos, c saindo da coluna em ordem relacionada com, 
cu tamanho efetivo (ver capítulo VI). 
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4. ALGUNS TERMOS TÉCNICOS 


j a cromatografia tem aplicações qualitativas e quantitativas, obtidas analisando o cromatograma 
depois de se u desenvolvimento, quer_diretamente na superfície planar, quer pelo sinal registrado após o 
eluato passar por um detector/ Os-mét ó^o s ^ e Seobter informações quantitativas são específicos para cada 
tipo de cromatografia; eles serão expostos nos capítulos seguintes. Aqui serão comentados algumas 
definições e termos mais gerais, comuns a todos os tipos de cromatografia.' 

As Figuras 1-4 e 1-5 mostram cromatogramas típicos de cromatografia planar e cromatografia em 
coluna, respectivamente. Nelas também são indicadas algumas medidas de distância, importantes a cada 

tipo de cromatografia utilizada. 

Na cromatografia planar, a fase móvel, proveniente de um reservatório, passa através dos pontos de 
partida da amostra e arrasta os componentes da amostra durante o processo de desenvolvimento. Define-se 
por d r a distância percorrida pelos componentes e por dm a distância percorrida pela fase móvel 

(Figura 1-4). 




Linho de chegado 
da fase movei 


ponto de partida 
profundidade da 

fase movei 


i 




FIGURA 1-4 Cromatograma típico desenvolvido por cromatografia planar. 

Os mesmos lermos se aplicam a um processo cromatográfico realizado cm coluna, desde que os 
componentes permaneçam no tubo cromatográfico sem serem cluídos. Contudo, normalmente a 
cromatografia cm coluna procede com fluxo contínuo da fase móvel, ate que todos os componentes tenham 
saído da coluna c as suas presenças sejam detectadas pelo detector c indicadas graficamente. 
Alternativamenlc, o eluato pode ser coletado cm frações de volumes idênticos, as suas concentrações 
medidas e o cromatograma construído, considerando o número do tubo de cada fração equivalente a uma 

unidade de distância. 


» 
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Nestes cromatogramas, Figura 1-5, a linha dc base representa a passagem somente da fase móvel 


• * 

através do detector. Quando eluem os componentes são registrados os picos, cujos perfis são proporcionais 


às concentrações respectivas. Denomina-se dR a distância percorrida pelo papel desde o instante da 


máximo 


injeção até a eluição de um componente que não interage com a fase estacionária. O dM também representa 


a distância gasta por uma molécula da fase móvel para ir do ponto dc injeção até o detector. 
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FIGURA 1-5 


Cromatograma típico obtido por cromatografia cm coluna. 
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sendo que esta última é medida no papel, enquanto o tempo ou o volume podem ser dirctamcntc 


relacionados com o processo ocorrendo na coluna cromatográfica. 
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Por isto, o tempo dc retenção, o tempo gasto desde o alo dc injeção até a saída cio componente do 

t 




r . 

sistema, Ir , é a variável impressa pelos dispositivos eletrônicos, frequentemente acoplados a sistemas 


automatizados de cromatografia. Faltando esle dispositivo, o Ir c calculado a partir das medidas feitas no 


cromatograma: 



£»*; v-v 


IR 


dR / f, 




■=* ■ - ~ Vi-S . ■ 



onde f é a velocidade do papel no registrador gráfico, cm unidades de cm/min ou mm/s 



O tempo dc retenção engloba todo o tempo que o componente em questão fica no sistema 


cromatográfico, quer na fase móvel, quer na estacionária. Quando as moléculas do soluto ficam na fase 


móvel, elas devem movimentar-se com a mesma velocidade que as moléculas da própria fase móvel. Então, 


a parte do tempo em que as moléculas do soluto estão na fase móvel é igual ao tempo gasto para as moléculas 


de fase móvel percorrerem a coluna, l m : 




<Jm / f. 
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Sendo assim, a parte do tempo em que as moléculas do soluto ficam retidas na fase estacionária é 
calculada pela diferença: 


Ir 


«r - tM. 


O to , o tempo que o soluto fica retido na fase estacionária, é também chamado de tempo de retenção 


ajustado. 


I;.': 


L »•; 


- v. . 

k*. 


Similarmente, o volume da fase móvel necessário para cluir um componente, Vr , é calculado a partir 


do cromatograma: 


Vr 


Ir F 


dR F/f, 


í . 


L» : 

4 , 


l*r_ '/ j? 


onde Fé a vazão da fase móvel cm unidades de mL/min ou mL/s. De maneira similar é calculado o volume 
requisitado para um componente não retido sair da coluna: 


k ‘: 


' l ■£> 

• ~ * 1 f I - . ^ -w- 

**- * Y .' 4 ®u. 

r * 






Vm 


ImF 


d M F/ f. 




O Vm , também chamado volume morto, representa o volume da fase móvel nos interstícios de uma 
coluna recheada, ou nos espaços vazios cm colunas contendo a fase estacionária somente recobrindo as 

paredes. 

Para evitar possíveis confusões resultantes dos diferentes mecanismos dc separação, na cromatogr afia 
por exclusão o volume da fase móvel necessário para cluir um componente não retido é chamado V 0 ; 
este volume representa a parte intersticial da fase móvel nesta modalidade, isto é, o volume da fase móvel 
fora dos poros, enquanto o volume total da fase móvel na coluna, Vt , é a soma do volume intersticial, V Q , 
e o volume intraslicial, Vj ; 


V, 


Vo + Ví. 


O volume total contido na coluna cm cromalografia por exclusão, V c , inclui também o volume da 
matriz inerte; V g : w 


Vc 


Vo + Ví + Vi 


Nas outras modalidades de cromatografia, o volume total dentro da coluna 6: 


Vc 


Vm + Vs , 


onde Vs é o volume da fase estacionária. 


Estas medidas de distância, tempo e volume são usadas diretamcnlc para fins qualitativos, isto é, para 
a identificação das substâncias contidas nas amostras, por comparação dos tempos ou volumes dc retenção 
ajustados. Estas medidas são também usadas para calcular os vários valores relacionados à retenção c à 
eficiência das separações cromatográficas. 




O fator dc retenção para cromatografia planar é definido: 






Rf 


dr / dm . 






m 




wm 

M-mrn. ■■ P ^ 






Comparações do valor de Rf da amostra com o dc um padrão é o método qualitativo mais usado na 
cromatografia planar. 

Na cromatografia em coluna, a retenção de um componente é determinada pela razão dos tempos 
que as suas moléculas ficam retidas na fase estacionária ou percorrendo a coluna na fase móvel. Este termo, 
chamado razão de distribuição das massas, D m , ou, nos vocabulários velhos, fator de capacidade, k, é 

definido por: 


D 


m 


- tM 


l’R / tM. 
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Ele é relacionado ao coeficiente de distribuição, Kd , pelos volumes das fases: 


Kd 


Cs / Cm 


D m Vm / Vs 


Dm P 


y 


onde Cs c Cm representam as concentrações do soluto nas fases estacionária e móvel, respectivamente 


P 



Na cromatografia por exclusão, o fator de capacidade, k’, é definido: 


k’ 


Vr - Vo 
Vo 


A diferença entre D 


m 


e k’ 


atografia 


requisitado pela passagem dc uma substância não retida é V 0 , o volume da fase móvel intersticial, e não 
o volume total desta fase. 

O coeficiente de distribuição de cromatografia por exclusão, Ko , também utiliza os termos 


relacionados a esta modalidader 


/ 


Ko 


c s /C 


M 


Vr - Vo 

Vi 


Os termos de retenção são característicos de um componente. Quando são envolvidos mais de um 
componente na amostra, também calculam-se termos de separação. 

O fator de separação, a, é calculado pela razão entre as respectivas razões de distribuição que são, 


por sua vez, relacionadas aos tempos dc retenção ajustados: 


a 


Dm2 / Dml 


t’R2 / t’Rl • 


r L. P 


O fator dc separação sempre trata com dois picos adjacentes. Um outro termo, a retenção relativa, 

, envolve a razão de tempos dc retenção ajustados do componente e de um padrão, respectivamente. 
A retenção relativa é usada para identificação dc substâncias e pode ser calculada para quaisquer picos no 
cromatograma, livre da restrição de serem adjacentes. 

Uma outra medida quantitativa de separação de dois componentes consecutivos é a resolução, R s , 


máximas 


Wb 


R 


s 


2 (dR2 - dRi ) 

Whl + Wb2 


AdR 


Wh2 


Para a largura dc base é sempre tomada a distância entre as tangentes traçadas nos lados do pico. 
Quando os picos são bem adjacentes, a média das suas larguras pode scr substituída pela largura do segundo 



A resolução cm cromatografia planar é determinada pela separação entre as manchas 


R s (planar) = 2 (dRi - dR2 )/(wsi + ws2 ) 


Ws 


pela razão 


entre os fatores de retenção: 




a 


Rfi /Rn 


drl Mr2 


A eficiência representada por um cromatograma é medida em termos de número de pratos gerados, 
teóricos ou efetivos. Um prato teórico pode ser considerado equivalente a uma etapa de equilíbrio entre 
as duas fases, análogo aos pratos teóricos da teoria de destilação. Quanto maior o número de pratos, mais 
equilíbrios existirão, maior será a eficiência e, portanto, melhor a separação. 
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I ; IGURA 1-6 


Medidas relacionadas à determinação de resolução. 



Na cromatografia planar, o número de pratos teóricos, n p , é calculado usando as medidas dõ 




cromatograma: 


n 


P 


16 d r 2 / ws 2 


Portanto, quando as manchas não são bem definidas, a eficiência da corrida é baixa. 


Na cromatografia em coluna, o número de pratos teóricos, n p , é calculado a partir do cromatograma 



n 


16 d 2 ' 2 


R 


/ Wb 


2 


5,545 (dR / wh ) , 


onde wh é a largura do pico na sua meia altura. 









r' - ? ► H T * + 
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Sendo que a eficiência 6 melhor relacionada com o tempo que o soluto permanece retido na fase 
estacionária, e não com o tempo total requisitado pela corrida, o número de pratos efetivos, N, pode ser 
calculado usando o tempo de retenção ajustado: 

N = 16 1’r 2 / wb 2 = 5,545 (1’r /wh ) 2 


Lembre 


sendo que o número de pratos é um número puro, sem unidades. 





rv 


F+_i 





análise 


o tamanho da‘amostra, o tipo de soluto e, principalmente, o comprimento da coluna, fato que torna difícil 
uma comparação do número de pratos entre diferentes colunas. Por esta razão, a avaliação comparativa 
entre colunas é feita usando a medida da altura equivalente a um prato, que corresponde à razão entre o 

comprimento da coluna, L, e o número de pratos. 
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O valor da altura equivalente a u 



prato teórico, h, é obtido: 



enquanto a altura equivalente a um prato efetivo, H, é calculada: 

H = L/N. 

Sendo que a finalidade mais importante de qualquer separação cromatográfica é a de resolver os 
componentes da amostra, devem-se considerar os parâmetros experimentais que influenciam a resolução. 
A Figura 1-7 mostra três cromatogramas, destacando as contribuições de eficiência e seletividade na 
resolução. Assim, má eficiência e má seletividade resultam cm má resolução, Figura I-7a, pois bandas largas 
c pouco separadas tendem a sobrcpor-sc. Quando a seletividade 6 boa, pode-se compensar a má eficiência, 
Figura I-7b, obtendo boa resolução. O ideal 6 boa resolução conquistada com boa eficiência e boa 

seletividade, Figura I-7c. 





FIGURA 1-7 Cromatogramas ilustrando a rclaçSo entre resolução, seletividade c eficiência, a: má resolução causada por má 

eficiência c má seletividade; b: boa resoluçáo devido a boa seletividade, porem com má eficiência; c: boa resolução 
com boa eficiência c boa seletividade. 
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A otimização da resolução está relacionada com os parâmetros experimentais na equação geral da 


resolução: 


R 


4i 


4 


Dm2 


D m 2 + 1 


a- 1 


a 


que apresenta termos relacionados à eficiência, representada pelo número de pratos teóricos; à distribuição 
dentro da coluna, representada pela razão de distribuição das massas, D m , e à seletividade, representada 
pelo fator de separação, a. Mudanças nestes três termos geram mudanças na resolução e, 
consequentemente, na separação. 

A equação geral de resolução pode ser rearranjada, permitindo o cálculo do número de pratos 
requeridos para uma determinada separação. 


n req = 16 R S 


a 

2 

Dm2 + 1 

a - 1 


Dm2 


2 


Este número é útil na determinação do comprimento da coluna necessário para conseguir-se a 


separaçao. 


Nos Apêndices 1 a 3 são sumarizados estes e outros termos básicos à cromatografia com suas 
respectivas definições. 
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^1. INTRODUÇÃO 
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A cromatografia cm papel/ desenvolvida por CONSDEN, GORDON e MARTIN em 1944, é uma 
técnica simples^ utiliza péqucha^quanticiade de amostra, tem boa capacidade de resolução e aplica-se, de 
preferência, na separação e identificação de compostos polares como antibióticos hidrossolúveis, ácidos 
orgânicos e íons metálicos. Segundo BROWNING e col., classifica-se como cromatografia por partição 
líquido-líquido e na classificação dos métodos cromatográficos apresentada por COLLINS e col. como 
cromatografia planar líquido-líquido. 


^5 
/ 


A separação ou distribuição dos componentes de uma mistura, na cromatografia líquido-líquido .em 
papel, relaciona-sc com as diferentes solubilidades relativas destes componentes,? na fase móvel c fase 
estacionária. "Õs componentes menos solúveis na fase estacionária tem uma movimentação mais rápida ao 
longo do papei, enquanto que os mais solúveis na fase estacionária serão seletivamente retidos, tendo uma 

movimentação mais lenta. ^ 


7? Este mecanismo de separação pode ser explicado da seguinte maneira: a celulose é constituída por 
2.000 ou mais unidades de glicose anidra ligadas por átomos de oxigênio;fum líquido polar como a água tem 
grande afinidade pelas hidroxilas de cada glicose, formando pontes de hidrogênio, ficando retido e 
funcionando como fase estacionária, e os líquidos menos polares (solventes orgânicos) são repelidos poresta 


estrutura e funcionam como fase móvel. 


^ í/\ cromatografia em papel é uma microtécnica muito útil para a separação de com ponentes_de^ urna 

mistura e realização d a anál ise, qualitativa dos mesmos em função dosRr (fatores de retenção) e cores 
apresentadas^Pode-sc também realizar a análise quantitativa, utilizando-se o dcnsitomclro, bem como a 
extração dos componentes separados mediante um solvente adequado, e então, utiliza-se um método 
instrumental para quantificar o componente isolado. 


í A forma mais simples da cromatografia em papel é a^romatografia ascendente que utiliza uma tira de 
1 papel de comprimento e largura variáveis, em função da cuba cromatográfica a ser utilizada. Marca-sç com 
í lápis o ponto de partida da amostra, a uns 2 cm de uma das bordas do papel, e marca-sc também a linha de 

J chegada da fase móvel (ou frente do solvente), geralmcntc distando 10 cm do ponto de partida. Dependendo 
da largura do papel, pode-se colocar apenas uma alíquota do padrão ou da amostra, centralizando-se esta 
aplicação na linha de partida. No caso da possibilidade de colocar-sc mais de uma alíquota no ponto de 
partida, deixa-se 2 cm de distância das bordas laterais e um intervalo entre os pontos de aplicação de 1,5 a 

2,0 cm. 

/ A largura da tira do papel, acima da linha de chegada da fase móvel, deve ser igual ao diâmetro interno 
1 da cuba, de maneira que o papel fique suspenso na vertical, impedindo de deslizar-se para baixo.fO nível da 
/ fase móvel deve ficar abaixo do ponto de partida da substância; devendo, sempre, haver uma boa vedaçao 
da cuba cromatográfica para que não se perca o vapor desta fase (Figura II- 1). 
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FIGURA 11-1 


Difcrenlcs tipos dc cromatografia em papel de acordo com as técnicas dc desenvolvimento. 

FM: fase móvel; PP: ponto de partida; LC: linha de chegada da fase móvel; drl c dr2: distâncias 
substâncias; dm: distância de migração da fase móvel. 
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Por capilaridade a fase móvel começa a se movimentar em fluxo ascendente, inicialmente rapidamente, 
diminuindo gradativamente até parar por completo quando a força ascendente da capilaridade for 
neutralizada pela ação da gravidadei Quando a fase móvel atingir a linha de chegada^ geralmente a 10 c 
do ponto de partida, retira-se o papel da cuba cromatográfica e seca-se a tira de papel com secador de cabelo 
com ar quente ou frio até eliminar-se a fase móvel. No caso de mistura de substâncias de componentes 
coloridos, à medida que ocorrer a separação, a cor única se desdobrará em cores distintas em função do 
número de substâncias que a compõem. No caso de mistura de substâncias incolores pode-se detectar 
(revelar) estes componentes por técnicas diversas; 


anái 


Rf quese determina 


a expressão: * 

distância (cm, mm) percorrida pela substância 

distância (cm, mm) percorrida pela frente da fase móvel f 

Na prática, a distânci a percorrida pelo soluto em u m tempo determinado, me de^se desde^p_pontojle 
ap licação ou p onto de partida da amostra até o.çentro_da mancha^e a distância percorrida pela fase móvel, 
desde o ponto dc partida até o ponto exlremn atingi do por el a. L c . a Tinha de chegada. da fasejnóygl 

(Figiira II- 1). 

j m 

O Rf é uma constante física de uma determinada substância, desde que se observernas características 
do papel, a qualidade e quantidade da fase móvel, a temperatura, o volume e a çonçentrajção da substância 

aplicada. 

É aconselhável, quando se realiza a análise qualitativa e quantitativa de uma substância ou mistura dc 
substâncias, trabalhar com padrão c amostra dc forma a mais semelhante possível c fazer-se a análise dc 
ambos nas mesmas condições, evitando-se desta maneira, os erros dc análise devidos ao papel, fase móvel, 

temperatura, etc. 

Uma separação adequada dos componentes de uma mistura está também relacionada com a difusão 
cm função da concentração, difusão lateral, equilíbrio incompleto, soluto, fase móvel e fase estacionária. 

A separação dos componentes dc uma mistura pode ser incompleta (superposição das manchas) ou 
por causa da movimentação do soluto de regiões de maior concentração para regiões de menor concentração 
ou por difusão lateral, quando soluto c a fase móvel percorrem distâncias diferentes (percursos laterais em 
determinadas regiões do papel) ou ainda também por fluxo rápido, não dando um tempo ideal de contacto 
do soluto entre a fase móvel e a fase estacionária. Uma sugestão para a resolução destes problemas é a de 
que sc procure trabalhar nas condições mais próximas possíveis, cie qualidade c quantidade, entre padrão 
c amostra, usando-sc o mesmo papel, fase móvel, temperatura, etc., isto é, cromatografando-se, 
concomitanlcmcnle, padrão c amostra cm condições absolutamente idênticas. _ 






DEFINIÇÕES E TERMOS USADOS NA CROMATOGRAFIA 


Croniatografia em papel (CP): método físico-químico dc separação dos componentes de uma mistura, 
cm função do deslocamento diferencial de solutos, arrastados por uma fase móvel, sendo retidos 
selctivamcntc por uma fase estacionária líquida (água), na cromatografia com fase normal. 

_ Suporte.* papel sobre o cjual fica retida a fase estacionária, agua. 

—~t> Fase móvel: um líquido ou mistura dc líquidos que fluem através do papel, arrastando os solutos. 







p 


Agente cromogênico: agente físico (U.V., por exemplo) ou químico 
i visíveis as substâncias separadas pela cromatografia em papel. 


ex., vapores 





Resolução: distância mínima em que se encontram duas manchas sendo ainda possível distingui-las 


individualmente. 


Desenvolvimento: é o movimento' diferencial dos componentes de uma amostra, ao serem deslocados 
pela fase móvel. Em função de sua direção podemos ter: ascendente , de baixo para cima; descendente, de 

cima para baixo; horizontal, do centro para a periferia conforme um círculo imaginário traçado no plano 

\ 

horizontal. 


Aplicação: colocação da solução da amostra (mistura das substâncias) no ponto de partida sobre o 
papel cromatográfico. 

Frente da fase móvel: linha de chegada da fase móvel, visível ainda quando se retira o papel da cuba 
cromatográfica. 1 

Distância percorrida: distância percorrida pela fase móvel, desde o ponto de partida ató a linha de 
chegada (geralmente 10 cm) ou a do componente, no mesmo tempo. 


Rn o quociente entre as distâncias percorridas simultaneamente desde o ponto de partida, até o centro 
de maior concentração da mancha do soluto e até a frente da fase móvel. 


Câmara ou Cuba cromatográfica: recipiente de vidro com tampa fechada hermeticamente, não 
deixando escapar vapores da fase móvel e onde se coloca o papel de cromatografia. 

Cromatograma: papel com as substâncias separadas. 

Saturação da cuba: distribuição, uniforme no interior da cuba da fase vapor da fase móvel após 

r 

alcançado o equilíbrio (para obter-se a saturação deve-se colocar papéis dc filtro, embebidos na fase móvel, 
aderidos às paredes laterais internas das cubas). 


/ 


CONSIDERAÇÕES SOBRE A CROMATOGRAFIA EM 


/ 


w 4 

Empregam-sequantidadcs dc amostras da ordem de micro grama s a miligramas. A resolução depende 
da concentração c diâmetro d a mancha apl icada. A análise é rápida, desde minutos, ou demorada, até horas 

E fácil eluir as substâncias dn nanei Sllhçfânriac hiflrAnioc r_ I I 


as hidrófobas 


requerem tratamento especial do papel. As fases móveis d evem est ar sa turadas com água. Usam-se cubas 
cromatográficas pcrfeilamcnte vedadas para manter-se o vapor do sistema solvente. O desenvolvimento pode 
ser ascend ente, descendente, circular ou hori zont al. Tem suporte flexível, muito prática no preparo do 
suporte; é só cortar o papel de cromatografia. O R f é reprodutível para caracterização; distâncias 


ições. f 


Substâncias corrosivas não servem como agentes cromogênicos e tem-se condões limitadas parã revelai 7 
Existe um número limitado de suportes: papel c seus derivados; inadequada para a seleção da fase móvel 
para a cromatografia cm coluna; ótima para acompanhar o desenvolvimento dc uma técnica dc se araT 
de produtos e pode ser quantitativa. A CP tem sensibilidade regular, porque há difusão da 

particularniente quando os Rf são altos. 


amostra, 



\pár- 
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As explicações anteriores tratam principalmente dos aspectos elementares da cromatografia em papel, 
relatam-se, a seguir, mais explicações sobre a teoria e a prática desta técnica, assim como, sobre as aplicações 

e as variáveis (papel, fase móvel e temperatura). 


3.1. Papel 

O suporte na cromatografia em papel é uma tira retangular ou uma folha circular de papel que funciona 
como uma camada fina de celulose. Dcvc-sc observar que o papel cromatográfico 6 uma variável muito 
importante e, dependendo da amostra a ser analisada, empregar (testar) os papéis das marcas Whatman 

(Tabela IT1), S & S (Schleicher e Schull) e Macherey-Nagel. 

Para usos especiais é preferível modificar-se o papel; os mais utilizados são. 

a. Papel acetilado - útil para separar substâncias hidrófilas. 

b. Papel impregnado - emprega-se na separação de substâncias moderadamente hidrófobas ou 
hidrófilas. O papel é umedecido ou com silicona, ou com parafin-a, ou com dimetilformamida ou 

aminas de alto peso molecular. 

c. Papel carregado - dispersão de resinas poliestircnicas, trocadoras de íons, nas fibras de celulose, 
permitindo a separação de substâncias orgânicas e inorgânicas. 

d. Papel de fibra dc vidro - as fibras de celulose são substituídas por fibras de vidro (Whatman Gf 
81, 82 c 83), usa-se para condições extremas dc temperatura c dc acidez, c devem ser impregnados 

com suspensões aquosas dc sílica gel ou alumina. 
c. Papel tratado - para substâncias anfóteras ou com muitas hidroxilas. 


Tabela II-l 




Principais tipos de papéis Whatman utilizados em cromatografia 



N* 



1 


2 


3 


3MM 


4 


540 


O 


Observações 

Espessura 

(mm) 

Distância aproximada (mm) 
percorrida pela agua após 
30 minutos em CP ascendente 

Mais citado c o mais utilizado 
■ /• 

0,16 

130 

dos papeis 


Velocidade dc fluxo um pouco 
menor que o anterior 

0,13 

120 

Papel espesso com superfície 
rugosa que se usa para grande 
quantidade dc amostra 

0,38 

130 

Papel espesso que se usa 
também para grande quanti- 
dade dc amostra, fluxo mais 
lento que o anterior 

0,33 

120 

Papel com velocidade dc fluxo 
mais rápida que os anteriores 

0,20 

140 

Papel previamente lavado com 
ácido clorídrico diluído para elimi- 
nar cátions c ánions que possam 
interferir cm determinadas separações. 
Superfície muito lisa 

0,10 

90 


35 






3.2. Fase móvel 


- A fase móvel na cromatografia em papel 6 a variável que possui maior efeito nas separações dos 
componentes de uma mistura. Considerando um par de líquidos, o menos polar funciona como fase móvel 
e o mais polar, como fase estacionária (cromatografia com fase normal). Para uma separação particular dos 
componentes de uma mistura, tem que se levar em consideração a natureza química das substâncias que 
devem ser separadas, assim como, a viscosidade e a polaridade da fase móvel (Tabela II 2). 


Tabela 1 1-2 



Algumas fases móveis ordenadas em função de suas polaridades 


Solubilidade da água 


Constante dieldtrica 


Viscosidade 

(mPa.s a 2CTC) 


Éter dc petróleo (30-60°C) 

iiijLí a ) 

% 

imiscívcl 

v — / 

1,84 

0,3 

Ilexano 

imiscível 

1,88 

0,32 

Bcnzeno 

0,08 

2,29 

I 0,65 

Éter dietílico 

7,50 

4,34 

0.23 

Clorofórmio 

0,82 

4,80 

037 

Acetato dc elila 

8,60 

6,02 

0,45 

Dicloroclano 

0,60 

10,40 

0,79 

Bulanol-2 

12,50 

17,80 

4.21 

Acetona 

miscfvcl 

21,50 

0,32 

Etanol 

miscívcl 

24,60 

1.20 

Metanol 

miscívcl 

33,60 

0,60 

* 

Agua 

miscívcl 

80,40 

1.00 


Ácidos orgânicos são razoavelmente solúveis cm água. 
Ácidos c bases inorgânicos são allamcntc solúveis cm água. 


3.3. Efeitos da temperatura 


A temperatura na cromatografia cm papel deve ser controlada porque, cm função desta variável, 
pode-se aumentar a capacidade dc resolução da técnica. Teoricamente, tem-se um tempo ideal de contacto 
entre o soluto e as fases estacionária e móvel para que ocorra uma partição mais completa possível em 
decorrência dc uma movimentação ideal da fase móvel, através do papel, relacionada com a temperatura da 


experiência 


A temperatura ideal vai depender da amostra a ser analisada, assim como, do papel c da fase móvel 
que serão usados. A temperatura acima daquela do ambiente melhora o tempo dc análise, mas pode 
prejudicar a resolução da mesma. Temperatura abaixo da do ambiente pode melhorar a resolução, mas 
prejudica o tempo dc análise. Pode-se trabalhar na temperatura ambiente com um tempo e resolução dc 
análise ideais para casos particulares. Em laboratórios bioquímicos, com o emprego de estufas de cultivo a 


37°C pode-sc trabalhar com temperaturas mais elevadas que a ambiente e de uma forma controlada. É muito 

• _ 

importante manter-se uma temperatura para conseguir-se reprodutibilidade do Rf , porque este varia com 
a temperatura. 

Existem laboratórios onde se realiza a croniatografia em papel, em locais com temperatura controlada, 
constante, ou com variações de frações de graus. 

Dcvc-sc observar que o papel, a fase móvel e a temperatura são variáveis que interferem na resolução 
da análise cromatográfica em papel, assim como na reprodutibilidade do Rf ; mas isto tudo pode ser 
controlado quando se trabalha com um padrão interno ou quando se prepara uma solução padrão quali e 
quanlilativamcntc o mais semelhante possível da amostra, c realiza-se a análise do padrão e da amostra nas 

f 

mesmas condições do papel, fase móvel, temperatura, etc. 


s 

4. CROMATOGRAFIA EM PAPEL COM FASE NORMAL E COM FASE REVERSA ^ 

l 


4.1. Cromatografia em papel com fase normal 


O papel ó saturado ou tratado com a fase estacionária polar. O desenvolvimento cromatográfico é com 
uma fase móvel rclalivamcnte apoiar. 


4.1.1. Fase estacionária aquosa 



O papel c saturado com vapor de água ou com vapor de água c ( outro solvente no interior de uma cuba 
cromatográfica, hermeticamente fechada, antes de iniciar-se o desenvolvimento cromatográfico. 

# 

4.1.2. Fase estacionária não aquosa 

O papel é tratado (embebido) em solução de acetona c dimelilformamida, por 10 a 15 minutos, e depois 
deixa-se secar. As suas propriedades são sumarizadas na Tabela 11-3. 


Tabela II-3 



Tratamentos do papel 


Fase estacionária 


Papel tratado com solução de acetona c Papel tratado com parafina, óleo ou 
dimetilformamida (fase normal) silicone, dissolvidos cm solvente 

orgânico (fase reversa) 


Fase móvel 


apoiar ou de baixa polaridade 


polaridade média ou alta 


Após desenvolvimento 
no ponto de partida 
na linha de chegada 


substâncias hidrófilas 
substâncias hidrófobas 


substâncias hidrófobas 
substâncias hidrófilas 





c 
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4.2. Cromatografia em papel com fase reversa 

% 


O papel é tratado com substâncias hidrófobas (parafina líquida, óleo, silicona) dissolvidas em solventes 
orgânicos como éter de petróleo, hexano e benzeno . Emprega-se, como fase móvel, uma fase polar (isto é, 

o inverso do normal). Nesta técnica, separam-se solutos hidrófobos. Segundo BARNARD e CHAYEN, 

% 

pode-se preparar papéis com fase reversa muito facilmente: papéis Whalman n 9 3 são empregnados com 
solução de parafina líquida (ou de vaselina, ou de silicona etc.) em éter, na maioria dos casos, soluções a 5 

ou a 10 por cento. Após a imersão por 5 minutos, levanta-se o papel para evaporar o éter. As suas 

% 

propriedades encontram-se na Tabela 11-3. > 

. « • f 
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I 
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5. TÉCNICA DA CROMATOGRAFIA EM PAPEL J 

. • • . r 

: rr- T i4 

" . 

• 9 » . 
i , 

• 4 l- ' 

5.1. A amostra 

A amostra a scr analisada (dc 1 a 100 mg) deve estar dissolvida dc preferencia cm um solvente volátil, 
empregando o menor volume possível, sendo recomendados: éter etílico, clorofórmio, acetato de etila, 
acetona, ctanol, etc. A quantidade dc amostra aplicada depende da técnica utilizada, mas, quanto menor a 
quantidade, maior a capacidade dc resolução. O volume da solução da amostra a scr empregado deve dar 
uma mancha no papel de cerca dc 0,5 cm dc diâmetro máximo. 


é 



5.2. Aplicação da amostra 


.1 


O volume dc amostra a scr aplicado vai depender da sensibilidade da reação cromogcnica empregada 
na sua revelação. Aconselha-se trabalhar da seguinte maneira: preparam-se soluções padrões quali e 
quanlilalivamcntc semelhantes às das amostras a serem analisadas; aplicam-se no papel dc cromatografia; 
desenvolve-se o cromatograma; rcvcla-sc pelo agente cromogênico c então verifica-se qual a diluição mínima 
dos padrões que deu sensibilidade à reação cromogcnica (mancha nítida que dc segurança dc análise). 

\ 

Exemplo: Padrão das substâncias a c b 


Substância 

f 

f 


um microlilro de 
cada solução (ppm) 




a 


b 

1 1 1 ■ 

A 

1 1 1 

1 

■ ■ ■ ■ ■ 


■ ■ ■ ■ ■ 

10 5 2 1 0,5 


10 5 2 1 0,5 


Resultado: substância a foi sensível à reação cromogcnica a partir dc 1 //L da solução dc 1 ppm,’ 
substância b, foi sensível à reação cromogcnica a partir de 1 ;/L da solução dc 2 ppm. 
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A seguir, procede-se com as amostras da seguinte maneira: 

Exemplo: amostras c e d. 


« 


Amostra , .- 

c 


d 

^ % 
% 

• 

* 

« 

* 

» 

I 1 1 ■ 


1 1 1 

• _ 

j » 

i 

% 

■ ■ ■ ■ 


■ ■ ■ ■ 

Volumes aplicados (//L) 

20 10 5 2 


20 10 5 2 


Aplica-se 1 /,rL por vez, secando-se com ar quente ou frio para manlcr-se o diâmetro da maneira 
aplicada em torno de 0,5 cm. Após toda aplicação c desenvolvimento do cromalograma, rcvclam-se as 

é 

manchas com o agente revelador. 

Resultado : No caso da amostra c o volume ideal para análise 6 dc 2//L c no da amostra d, dc 

5//L.. 

A aplicação das soluções padrões e das amostras é realizada, prcfcrcncialmcntc, através dc 
microsseringas ou, alternativamente, por meio ou de micropipctas ou de tubos capilares adequadamente 

preparados para esse fim. 


6. MÉTODOS DE DETECTAR AS SUBSTÂNCIAS SEPARADAS 


^Quando a fase móvel atinge a linha dc chegada, retira-sc o papel da cuba cromatográfica c scca-sc com 
o auxílio de ar frio ou quente de um secador dc cabelos. Normalmcntc, as substancias separadas são incolores 
ou invisíveis à luz ordinária, necessitando de artifícios externos para serem observadas. Empregam-se 
métodos químicos, físicos, biológicos ou enzimáticos para detectar (revelar c localizar) as substâncias 

separadas . f 


* 

* 

6.1. Métodos químicos 





A solução reveladora 6 borrifada sobre o papel usado na cromatografia, sendo cada amostra uma 
misture substâncias como íons inorgânicos^ carboidratos, inseticidas, etc. Existem na literatura fontes que 
informam qual deve ser a solução reveladora (agente cromogênico) a ser empregada, qual a técnica de 
preparo c modo dc "conservação, qual a sensibilidade c quais as substâncias detectadas por certos 
reveladores. Para exemplificar, vamos considerar a detecção dc íons chumbo: usando a ditizona 
(difcniltiocarbazona) a 0,05% cm tetracloreto dc carbono (solução I) seguida dc borrifação com hidróxido 
dc amónia a 25% (solução II), aparecerá uma mancha dc coloração intensa c característica porque houve a 
formação, no local do papel onde se encontrava o íon, do quclato dilizonalo dc chumbo, complexo formado 
somente após as borrifações seguidas das soluções I e II sobre o papel. 


39 



Muitas substâncias orgânicas absorvem radiações de luz ultravioleta e tornam-se fluorescentes. O 
papel, quando tratado com solução de fluorcsceína, frequentemente destaca as manchas tornando-as 
amarelo-esverdeadas, brancas ou azuis. Entretanto, as substâncias que absorvem a luz UV aparecem como 
manchas escuras sobre um fundo fluorescente azulado, normalmcntc apresentado pelo papcljj Podem ser 
usadas lâmpadas UV de onda curta (240-260 nm) e onda larga (360 nm). É aconselhável trabalhar-se cm 
ambiente com luminosidade apropriada para melhor observação. 


6.3. Métodos biológicos e enzimáticos 


4T 

\ 

I 

Os métodos.-para localizar antibióticos por bioautografia baseiam-se na inibição do crcscimcnto^dc 
certos microorgânismos._As substâncias biologicamente inativas, os produtos de sua decomposição e as 
impurezas não alteram a proliferação de tais microorganismos. 


Os métodos enzimáticos podem servir ou para localizar enzimas ou os seus substratos. Assim, para 


amilaseá 



borrifa-sc o papel com solução de amido, 


incuba-se umas 24 horas à temperatura controlada /e depois bofrif a-sc com solução de iodo. As amilases 
apresentam-se como manchas brancas cm fundo azul, o qual reflete a cor do complexo iodo-amido enquanto 
as manchas brancas indicam a posição das enzimas que degradarem o amido. 


7. ANÁLISE QUALITATIVA 

Na cromatografia cm papel, a análise qualitativa é realizada normalmcntc cm função da cor c do Rf 
apresentados pela substância. É aconselhável dcscnvolvcr-sc um cromatograma tendo a amostra c as 
substâncias (padrões) prováveis de constituírem esta amostra colocadas lado a lado, pois, assim alcança-se 
a situação que visa dar igualdade de condições a ambos, padrão c desconhecido. As vezes é necessário mais 
de um desenvolvimento do solvente para atingir-sc o ideal, isto é, que os componentes da amostra e os 
padrões, colocados ao lado, apresentem o máximo possível de igualdade, quali c quantitativamente. 

No caso de substância desconhecida, esta, depois de perfeitamente separada, deve ser cluída do papel 
e submetida a uma técnica instrumental adequada, tal como a espectromctria de massa, o infra-vermelho, a 
ultravioleta, a absorção atômica, a fluorescência por raios-X, etc., para sua identificação. 


8. ANÁLISE QUANTITATIVA 



Para rcalizar-sc a análise quantitativa em cromatografia cm papel, tem-se que, primeiramente, fazer a 
análise qualitativa c, cm seguida, selecionar-sc um sistema de fase móvel que separe perfeitamente as 
substâncias a serem analisadas c que produza manchas regulares, além de trabalhar-sc com padrões quali e 
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quantitativamente semelhantes àquelas substâncias a serem determinadas na amostra. Pode-se fazer a 
determinação quantitativa da substância que foi separada diretamente no papel ou depois de extraída do 



mesmo. 


H| 


8.1. Diretamente sobre o papel 

8.1.1. Comparação da intensidade das cores reveladas 

# 

Trabalha-se com uma série de pontos de partida de diluições variáveis tanto do padrão como da amostra 

e, depois do cromatograma pronto, por comparação entre as intensidades das cores e dos tamanhos das 

• . • • 

manchas do padrão e da amostra que mais se aproximam, pode-se ter um resultado semiquantitativo, com 
um erro aproximado dc mais ou menos 20 % podendo servir a determinadas análises. 

✓ 

8.1.2. Arca da mancha 

■ - 

Depois do cromatograma pronto, corta-se a área correspondente à mancha e pcsa-sc a mesma. 
Constroem-sc gráficos dc área cm função dos logaritmos das quantidades da substância presente na mancha. 
É importante que o tamanho da gota aplicada seja sempre o mesmo. Usa-se uma série dc pontos dc partida 
da solução padrão, com pouca diferença entre a concentração mínima c a máxima; desta maneira, pode-se 
dar o resultado da análise cm função do gráfico traçado. Aconsclha-sc, para uma maior exatidão, trabalhar-sc 
com solução padrão quali e quantilativamente semelhante à amostra e realizar-se a análise nas mesmas 

condições de papel, solvente, cuba, temperatura, etc. 

8.1.3. Análise densitomclrica 

Determina-se, diretamente sobre o papel, com um dcnsilômclro, a intensidade da cor apresentada pela 
substância padrão e pela amostra, sendo o densitomqtro constituído dc uma fonte luminosa, filtro, cohmador, 
fotocélula e microamperímctro. Existem aparelhos com registrador potcnciomctrico onde aparecem picos 
das substâncias, cujas áreas são proporcionais à concentração das substâncias. Mesmo com o densitômetro, 
aconsclha-sc trabalhar com padrão c amostra nas mesmas condições, para obter-se uma melhor exatidão. 



8.2. Extração da substância 


Para a extração da substância do papel podem ser utilizadas duas técnicas; 


a. Aplica-sc a substância cm análise no papel, dcscnvolvc-sc o cromatograma, emprega-se um agente 
cromogênico para formação do derivado colorido, e depois dc pronto, cxtrai-sc o derivado 
colorido do papel c fa/.-sc a leitura cm cspcctrofotômetro; o resultado 6 dado cm função da 
comparação deste com aqueles encontrados em uma curva de calibração desta mesma substância, 
prcviamcnlc determinada nestas mesmas condições. 
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^1. 


*» 


b As substâncias, depois de separadas, são extraídas do papel c depois quantificadas por métodos 
analíticos (espectrofotometria, microtitulação, microgravimctria, etc.)- Para a extração, delimita-se 
a região do papel onde deve estar a substância a ser extraída, desenvolvendo-se padrões nas laterais 
do papel e revelando-os, tendo-se o cuidado de proteger as substâncias que serão extraídas e, 

posteriormente, analisadas (Figura IJ-2). 


Papel 



Solvente 



Ponto de 
partida 



Padrões 


Padrões 


Amostra 


de papel 


SubstânciâCOda 

amostra sendo 


extraída da tira 

de papel 



Solvente 


FIGURA 11-2 


Esquema dc cxtraçSo das «ftsUnri» depois dc separadas. A, 1) c C ***** ' « 1 «**» *> 

borrifadas com o rcvdador; 2: rcgiSo do pape, „„0 Porrifada co„, „ rcvdador; 4.5.6- «* * ■».*• * « 

as substâncias A, B c C da amostra. 


9. APLICAÇÕES DA CP 



Esta técnica cromatográfica utiliza-se, dc preferência, na sçparaçao c identificação dc compostos 


polares, substâncias hidrófilas, como antibióticos hidrossolúveis, ácidos orgânicos c íons metálicos, etc., sendo 


W 

mais prática que a cromalografia em camada delgada c dc fácil reprodução dc Rf para a caractcrizaçao. 


É 


separação dc componentes dc uma amostra c pode scr utilizada para a análise quantitativa 


Devemos lembrar que a cromalografia em camada delgada (celulose microcrislalina "papel moído ) é 


mais eficiente que a cromalografia em papel, mas para separações dc componentes dc amostras nao muito 


complexas, esta técnica é muito útil c dc fácil aplicação. 
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1. INTRODUÇÃO 


A cromatografia cm camada delgada (CCD) consiste na separação dos componentes de uma mistura 
através da migração diferencial sobre uma camada delgada de adsorvcnle relido sobre uma superfície plana. 
E^i técnica teve iní cio com ps trabalhos dç IZMAILO V c SHRAIBER cm 1938, sendo que somente a partir 
da década de 60 passou a ser largamenle utilizada, de tal forma que hoje é pralicamente indispensável em 
qualquer laboratório que envolva análise de substâncias orgânicas c organomctáhcas. 

r-v — i,. riocmonluimpiiin Hocin técnica é conscaücncia natural das múltiplas vap.tagens_ que ela 


c execução, separaçõe s cm bre ve espaç o de tcoipQ* versatilidade, 
. Pode ser de aplicação a n alítica ou pre p arativ a, cuja e s cala est a na 


d a arknrvcnte e d a amos t r a 



analisei 


rocesso de separação está fundament ado, prinçi 
usando fases estacionárias tratadas pode ocorrer 




Entretanto 


, o que permi te s eu 


hidrófilas^ 


/ 

r w 

J 


2. OS ADSORVENTES 


É disponível ao mercado uma gran de varied a de d c -ú p os-dejtdiiQryc nt c s,pa c aJIns_.c r ornaLog táficQS^ 
podendo-se destacar fornecedores como "Merck", "Cario Erba", "Woclnr", "Fluka", "Machercy-Nagd" e 
"Baker" entre outros. Entre os adsorventes mais utilizadosem CCD estão a sílica, alumina, celuloseji 

poliamida. 



2.1. Sílica (SÍO 2 ) 


Ácido silício amorfo, allamentc poroso, ó seguramente um dos adsorventes mais utilizados em 
cromatografia por adsorção. Apresenta caráter fracamcnlc ácido, que pode ser aumentado pela presença 
de impurezas ácidas, podendo ocorrer como consequência fenômenos de quimiosorção de bases ou reações 


47 







ácido-catalizadas das amostras. Existem vários tipos de sílica disponíveis no comércio, de acordo com certas 
características adicionais de cada produto. Em vista disto, são encontradas nos rótulos dos frascos 
informações sobre estas características. Como exemplo citamos a simbologia utilizada pelos produtos 
"Merck": G indica a presença de aglutinantes (cm geral com 10-15% de gesso, ou 1-3% de amido ou talco) 
com o objetivo de reter o adsorvcnlc sobre a placa de vidro; H indica cpie nao contém aglutinante; P é para 
uso cm camada preparativa; F indica a presença de substâncias fluorescentes, sendo neste caso indicado o 
comprimento de onda onde ocorre a excitação da substância incorporada; R indica adsorvente extra puro, 


sem aditivos. 


Em geral, ja sílica é empreg ada na se paração de compostos lipofílico^ç 
ácidos graxos, aminoácidos, ajcalóidcs, terpenóides c-cslcróides, usando, o mccanismo_dc adsorção. 
Entretanto, quando não está ativada ou for desativada com vapor d’água, retém água suficiente para que as 
separações ocorram por um mecanismo semelhante à.cromalografia cm papel./ 


Na preparação de placas, mistura-se cerca de 30 g de sílica com 60-70 mL de água destilada. Esta 
quantidade de suspensão c suficiente para preparar cinco placas de 20 x 20 cm, com uma espessura da camada 
ao redor de 0,3 mm. 


2 . 2 . Aluniina (AI 2 O 3 ) 


A alumina é, depois da sílica, o adsorvente mais ulilizado.Tcm características alcalinas, embora possa 
também ser preparada para apresentar características neutra ou ácida. Deve ser sempre considerada a 
possibilidade da alumina calalizar diversas reações orgânicas, como as condensações de compostos 
carbonílicos. Alem daquela simbologia mencionada para a sílica, a alumina de produção da Merck pode 
também apresentar outras duas indicações do processo de fabricação: Tipo E, que apresenta superfície 

específica de cerca de 120-180 nr/g, elaborada a temperaturas baixas; c Tipo T, com superfície específica de 

2 

cerca de 60-90 m /g, elaborada a temperaturas elevadas. 


BROCKMAN e SCHADDER classificaram a alumina em cinco tipos (1 a V) segundo sua capacidade 
de retenção de corantes azóicos. Este procedimento está descrito no Capítulo IV. 

ÍA alumina é gcralmente empregada na sep ara ç ão de co mpostos lipofíli cos e, pe lo fato de poder. ser 
preparada com características ácida, neu tra ou alca lina, é bastante útil na separação de substâncias que 
apresentam variações destas características. Ela separa bem hidrocarbonetos p olicíelic os. alcalóides, aminas 
cjdlajninas liposolúveis. 


Para se preparar cinco placas de 20 x 20 cm c espessura de 0,3 mm, rccomcnda-sc a utilização de uma 
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2.3. Terra Diatomácea 

É um adsorvente neutro amplamente empregado como suporte nas separações por partição. Quando 
comparado com a sílica c alumina é mçnos„adsory.çntc c com menor poder de resolução. Algumas vezes é 
adiciona do _à_s íl 1 ca para diminuir seu poder adsorvente. Pode ser encontrado comcrcialmcntc com ou sem 
aglutinante. Na preparaçao de placas utiliza-se as mesmas proporções citadas para a sílica, ou seja, uma parte 
de adsorvente para duas partes de água destilada. 


2.4. Celulose 


Tem sido empregada como suporte da fase estacionária líquida em cromatografia por partição ou troca 
iônica. Assim temos a celulose impregnada com polietilenoimina (PEI - celulose), empregada na separaçao 
de nuclcotídeos c nuclcosídcos; a carboximetil-cclulosc (CM- celulose) para a separação de proteínas, a 
diclilaminoelil-cclulose (DEAE-cclulose) para a separação de proteínas c ácidos nucléicos, e uma mistura 
de celulose alcalina, trietanolamina c epicloridrina (ECTEOLA-celulosc) para separação de proteínas e 
ácidos nucléicos. A celulose microcristalina pode ser empregada cm todos os tipos de separações realizáveis 
por cromatografia cm papel (Capítulo II), u ma vez qu e exerce as mesmas funções, com as vantagens de ser 
de dese nvolvimento mais rápido c tLc_.tcr_ aumentada„a sensibilidade do método,. Neste caso tem sido 
empregad a na separação de ácido s carboxílicos, aminoácidos, carboidratos, cátion s ino rgânicos e fosfaloâ- 

Para a preparação de cinco placas de 20 x 20 cm, mistura-se 25 g de celulose com 90 mL de água 
destilada, agilando-se cm agitador por dois minutos antes de colocar na placa de vidro. 


2.5. Poliamida 


A utilização de poliamidas vem crescendo nos últimos anos. Pode ser de dois tipos, de acordo com sua 
preparação. A poliamida 11 é preparada a partir do ácido poliaminoundccanóico (Nylon 1 1 ), enquanto que 
a poliamida 6 vem da aminopolicaprolaclama (Pcrlon). Em geral, as separações ocorrem através da 
competição, pela formação de ligações tipo ponte de hidrogênio com o adsorvente, entre soluto c as fases. 
Tem sido empregada, com maior frequência, na separação de fenóis c de ácidos carboxílicos. Sua maior 
uiilização c comnrometida nela dificuldade, enLSC.prcparaL.as cj.omalnplacas no laboratório, em função de 


sua baixa aderência ao vidro. 
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previamente purificado. Estas quantidades são suficientes para cinco placas de 20 x 20 cm e 0,3 mm dc 


espessura 


2.6. Outros 




\ \ 


Na literatura são encontradas referências a outros adsorvcnlcs orgânicos c inorgânicos, porém de 

utilização mais restrita. São os casos da uréia c polictilcno para separar ácidos graxos; silicato dc cálcio .ou. 

íagnésip para_scparar açúcares; gel dc dextr an a pa ra se parar am inoácidos e.prolcíoas^carvãxLâlivado 

para separ ar fenóis) De um modo geral, os adsorvcnlcs utilizados para separações por cromatografia em 

coluna podem também ser aplicados para camada delgada, evidcntcmenlc com diminuição do tamanho do 

grânulo e muitas vezes com a incorporação dc aglutinante. Tem sido também muito utilizado o expediente 

de incorporar reagentes aos adsorvcnlcs, visando a separação dc isomeros ou estruturas muito relacionadas. 

Uma das misturas mais utilizadas é a sílica com 3-30% dc nitrato dc prata (bons resultados são obtidos cm 

, A + 

média com 5-10%) para separar compostos insalurados, devido à formação dc complexos entre o ion Ag 
com duplas ligações. A incorporação do nitrato dc prata pode ser feita através da substituição da água por 
solução aquosa do sal na preparação da suspensão ou através da pulverização das placas, já secas, com 
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solução de 10-20% de nitrato de prata em metanol aquoso. A adição de polictilenoglicol à terra diatomácea 
permite separar componentes da série homóloga dos ácidos dicarboxílicos. Na separação de carboidratos e 
compostos relacionados, tem sido utilizada a mistura de sílica c ácido bórico. Também são obtidas boas 
separações com a mistura de dois adsorventes, como a adição de celulose à sílica para separar antocianinas, 

ou poliamida à celulose para separar flavonóides. 


3. TÉCNICAS GERAIS 


3.1. Preparação de placas 


1 ^ ^ 


>•< * , 
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3.1.1. Preparação por espalhamento 


Existem diversas formas de se preparar uma placa cromatográfica, quer manualmentc quer com 
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a placa seja lavada com detergente, solução sulfocrômica c água corrente, cvitando-sc ao final enxagua 
solventes orgânicos, que possam conter gorduras que irão dificultar a aderência do adsorvcnlc, e - fm a I m e nXe 


Sernndo-se em estufa. 

O tamanho da placa de vidro deve ser observado, pois os espalhadores cm geral são construídos visando 
a utilização de placas com 20 cm de comprimento e largura variável. Quando a preparação for manual, este 

cuidado pode ser ignorado. 

Quando não se dispõe de um aplicador, existem outras formas bastante simples de se preparar a placa. 
Uma delas consiste em preparar-se a suspensão do adsorvente no solvente adequado e, mantendo-se a placa 
de vidro na horizontal, transfere-se a suspensão para a superfície da placa, espalhando-a de maneira uniforme 
com auxílio de um bastão de vidro e oscilando-a para facilitar a uniformização da suspensão. Repousa-se a 
placa em uma superfície plana horizontal e deixa-se secar ao ar. A dificuldade encontrada neste processo c 

a obtenção de superfícies uniformes. 

Um outro processo bastante simples, mais indicado para placas de pequenas dimensões, consiste na 
imersão da placa cm uma suspensão do adsorvente, mantido em um frasco fechado de boca larga. Nestes 
casos, a suspensão é feita em um solvente orgânico volátil, como o clorofórmio, na proporção de 40 g de 
adsorvente para 100 ml de solvente. Toma-sc duas placas com as faces justapostas c mcrgulha-sc na 
suspensão, segurando-se com um pinça, e retira-se lcntamcnte. As placas são separadas, o solvente 
evaporado ao ar e a camada de adsorvente exposta ao vapor d’água. Neste processo conscguc-sc superfícies 
bem mais delgadas c uniformes, o que permite a utilização de menores quantidades de amostras c 
desenvolvimento mais rápido dos cromalogramas. Placas assim preparadas têm seu uso restrito à cscal 

analítica. 
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Uma vez aplicada a camada de adsorvente sobre a placa de vi 
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antes de ficarem prontas para uso, enquanto que as de poliamida ficam prontas em 30 minutos. 

Quando se pretende preparar placas bem uniformes c com espessuras definidas, para uso analítico ou 
preparativo, se faz necessária a utilização de espalhadores. Eles são encontrados no mercado cm tipos c 




marcas diferentes, sendo os mais comuns os das marcas "Desaga", "Shandon" e "Camag". O seu funcionamento 
consiste fundamentalmcnte em manter as placas fixas cm um suporte e sobre elas deslizar um recipiente 
contendo a suspensão do adsorvente. Enquanto o recipiente desliza, deixa escoar a suspensão, através de 
uma fenda regulável existente ao longo dc sua base. A abertura da fenda varia segundo a origem do 
equipamento, entretanto, cm geral estão dentro dos limites de 0 a 2,0 mm. Existem ainda espalhadores que 
mantêm o recipiente, com adsorvente, fixo c sob ele deslizam as placas fixadas em um suporte móvel. Estes 
modelos são dc uso menos frequente. 

É possível que as lâminas de vidro não tenham a mesma espessura, o que provoca oscilação durante o 
deslizamento do recipiente ao passar de uma placa para outra. Para evitar este problema, alguns modelos de 
espalhadores permitem o nivelamento das placas, através dc guias laterais que comprimem-nas contra um 
fundo provido dc espuma de nylon, o que permite colocar todas as faces superiores das placas no mesmo 
nível. 

Além dos espalhadores existentes no mercado, é mencionada na literatura a existência de diversos 
espalhadores adaptados ou construídos pelos pesquisadores em seus laboratórios. 


3.1.2. Placas pré-fabricadas 


Placas cromatográficas, pré-fabricadas, dos adsorventes mais utilizados estão disponíveis no mercado 
há algum tempo. Apesar dc terem um custo bem mais elevado, dispensam a fase dc preparação e são bem 
mais uniformes c homogêneas o que, sem dúvida, melhora a separação c torna os valores dc R (fator de 
ictenção, ver Capítulos I e II) mais reprodutíveis. A camada de adsorvente está depositada sobre uma lâmina 
de material plástico (por exemplo, ácido polilcraftálico) ou de alumínio. São pré-cortadas, gcralmcnlc nos 
tamanhos 5 x 20 cm e 20 x 20 cm, c com a espessura da camada de adsorvente variando entre 0,1 a 2,0 mm. 
Também podem ser encontradas placas de 20 x 40 cm com 2,0 mm dc espessura para fins preparativos. 

Um dos cuidados que lem que ser observado na realização de uma cromatografia é a colocação das 
amostras exatamente na mesma linha dc origem para não ocorrerem variações nos valores de Rf . Isto parece 
ter sido contornado com o lançamento dc cromatoplacas com zona dc concentração. São preparadas com 
dois componentes diferentes cm camadas adjacentes, que apresentam uma bem definida linha divisória que 
não oferece resistência ao fluxo da fase móvel. A zona dc concentração ocupa toda a extremidade inferior 

f 

da placa, até uma altura de 2,5 cm no sentido do desenvolvimento do cromalograma, tem um comportamento 
inativo c apresenta boa velocidade dc fluxo. O restante da placa c constituído do adsorvente propriamente 
dito. O produto lançado pela "Merck" consta dc uma zona dc concentração dc dióxido dc silício poroso 
sintético e o restante da placa de sílica gel 60. 


3.2. Ativação das placas 



Para muitas separações, as placas preparadas ou pré-fabricadas, secas ao ar livre, são usadas 
direlamcnlc, enquanto outras separações exigem ativação das mesmas. 


O tempo c a temperatura utilizados para a ativação estão na dependência do adsorvente utilizado c da 
atividade desejada. Temperaturas mais elevadas, por tempo prolongado, tornam a maioria dos adsorventes 
mais ativos. Sílica, alumina c terra dialoiqácca são ativadas a 105-1 10°C por 30 a 60 minutos. A celulose não 
deve scr aquecida por mais de 10 minutos a 105°C. As placas podem ser conservadas, prontas para uso, cm 
ambientes secos como dessecadores ou caixas tipo estante fechadas. 
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33 . Seleção da fase móvel 



ou mistura de solventes a serem utilizados corno fase móv el devem, ser escolhidos 


nidad osamente. pois terão papel f undamental na 

is moléculas -da-fase-móvel e da 



de. mistur as. ELntende 


escolha da fase móvel lemos que .considerar a natureza química das, substancias a serem_separadas e a 
polaridade da fase móvel. % 

Nesta seleção, toma-sc como base a "série eluolrópica" dos solventes, onde estes estão ordenados 
segundo as suas polaridades, as quais estão dirclamente relacionadas com o poder de eluição. Esta serie 
auxilia muito, porém deve-se ter em mente que não é raro encontrar-se alterações na mesma, em função do 
tipo de adsorvente ou da natureza das substâncias. O Apêndice 4 relaciona as fases móveis mais usuais, 
ordenadas segundo sua polaridade e com algumas de suas principais propriedades. 

Quando uma fase móvel pura não separa hem os comp onen tes de uma amostra^po de,- Sfi_ u t i.l iza r . u ma 
mistura. Podemos ter diferentes misturas que promovam igual separação das amostras, entretanto, _no geral 
observa-se que pequenas y axiaçõesjia composição-dalasc móvel leva.a,grandes alterações no deslocamento 
das manchas. 


Uma m aneira bastante prática ele se ler um a Jdé i n . do q^oder-rdoeme-^a-Cnse móvel consiste cm col.QÇa r 
manchas da amostra so bre u ma crnii ial-oplaGa ~e goLejar sobre cada u coa— delas, com auxílio de uma 
mic ropipcta, d iferentes solventes. Serão observados deslocamentos concêntricos .das substâncias, Jx que 
permitirá que, cm po.ujÇ£)suniuuto,s, obienha-se informação sobre a cap aci dade de deslocam ento dc diferentes 

solventes. 


3.4. Aplicação das amostras nas cromatoplacas 




As amostras são aplicadas nas cromat oplacas n a forma de. snl nçrVs, rm cnlvnntp^ bastante v oláteis, g u e 

Uhnjiiad os após a aplicação} . Em geral se empregam soluções de 0,1 a 1,0%, devendo 


possam ser laciln 


sempre se ler cm mente a sensibilidade do revelador, pois, sc a amostra nao for sensível ao mesmo devemos 

aumentar sua concentração na placa. Soluções muito diluídas podem exigir a aplicação dc um volume grande 
dc amostra e, conscqiientcmcnte, aumentar muito o diâmetro da mancha. 


Para a aplicação da amostra podemos utilizar micropipclas ou microsscringas, que permitem 
determinar a quantidade dc substância colocada na placa. Quando não é exigida a precisão na quantidade" 
dc amostra podem ser utilizados tubos capilares de vidro. 


As gotas devem ser aplicadas 1,5 a 2,0 cm acima do bordo inferior, evitando-se que Piquem mergulhadas 
na fase móvel quando a placa for colocada na cuba. A distancia entre cada gota é de aproximadamente 1 Ocm 

evitando-se sempre que haja contato entre as gotas de soluções. =- 

Em placas preparativas, uma solução concentrada da amostra c aplicada na forma dc faixa ou linha 
horizontal, cerca dc 2,0 cm acima do bordo inferior da placa. A aplicação pode ser feita à mão com auxf r 
dc pipetas ou utilizando aplicadorcs automáticos de amostras, porém sempre de maneira rápida Vbcm 
uniforme. Sc a amostra não esliver aplicada como uma faixa horizontal uniforme, as bandas das subsirj!? 

, • i I li / * • * ‘ 'Jiló ''uuMdnciüS 

também não serão horizontais c o trabalho scra perdido por má separação. 
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Nas placas preparativas, após o desenvolvimento c revelação do cromatograma, 
desejada 6 retirada da placa com o auxílio de uma espátula ou aspirador apropriado e 
do adsorvente com um solvente adequado. 


a faixa de substâncias 
a substância extraída 



3.5. Revelação dos croniatogramas 


IA pós o desenvolvim ento do cromatograma., as placas são secas c_ revela das.._Esla 
CUL tornar visíveis as substân cias incolores presentes na ampslra>_A v isoa lizaç ajn_pod 
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físicos ou qiiímicos , podendo também ser biológicos 


reações 


cnzimálicas ou baclcrianas. 

Muitos compostos podem ser visualizados através de luz ultra y io l cla l por se tornarem fluorescentes 
quando excitados por essas radiações (cm geral nos comprimentos de onda de 254 a 366 nm). Quando as 
substâncias não são fluorescentes pode-se utilizar adsorvenles impregnados com reagentes fluorescentes e 
neste caso observamos manchas escuras contra fundo claro. Existem diversos tipos ele larnpadas ultravioletas 
portáteis que emitem radiações a 254 c 366 nm, combinadas no mesmo equipamento ou isoladas. As 
substâncias radioativas podem ser localizadas através de contador de radiações (tipo "(ieiger ) ou de 
auto-radiografia. Estes processos são enquadrados entre os métodos físicos e não-destrutivos e são 

cspecialmenlc indicados para cromalografias preparativas. 

Muitos dos reativos empregados com agentes cromogênicos na cromalografia em papel podem também 
ser utilizados cm CCD, sendo que cm geral são bem mais sensíveis na segunda. É importante que a superfície 
do adsorvente seja borrifada uniformemente c para tanto existem diversos tipos de borrifadores, com forma 
e tamanho diferentes. A corrente de ar pode ser fornecida através de uma pêra de borracha ou através de ar 
comprimido, inclusive já são fornecidos atualmente frascos de reveladores acoplados a recipientes tipo 
aerosol (contendo diclorofluormclano comprimido). Rccomcnda-sc que a borrifação seja feita cm capela 

equipada com um exaustor eficiente. 

Uma das vantagens da CCD sobre o papel é permitir a utilização de rcveladoics enérgicos ou que 
necessitam aquecimento posterior a borrifação (H 2 SO 4 , vanilina sulfúrica, triclorclo de anlimônio, 
KM 11 O 4 /H 2 SO 4 ). Os adsorventes inorgânicos podem ser aquecidos a 100-12ü°C para ocorrer a reação 


A • 


cromogcnica. 

Para compostos orgânicos é muito utilizada a exposição da cromatoplaca aos vapores de iodo, cm 
recipiente fechado. A maioria delas dá manchas marrons, tanto mais escuras quanto maior o tempo de 
exposição. A grande vantagem deste método é que o iodo pode ser posleriormente eliminado, na maioria 
dos casos, através do aquecimento da placa, a qual pode então ser borrifada com outro reativo. Isto é possível 
porque o iodo se une apenas fisicamente com as substâncias, exceto em compostos ihsaturados em que ele 

pode se adicionar às insaluraçõcs. 

A literatura química traz uma série de referências a reativos de coloração para camada delgada, 
variando desde os de aplicação muito específica até as mais gerais, como no caso dos vapores de iodo. 
Algumas são indicadas na lista de referências do Capítulo II. Em geral, os métodos químicos de rcvclaçao 
são destrutivos c aplicáveis a separações analíticas. Em separações preparativas cm que se faz ncccssaria a 
utilização de revelador químico, cobrc-sc a cromatoplaca com vidro ou papelão, deixando-se exposta apenas 
uma lira cm cada lateral c uma no centro (cerca de 0,5 cm) que são reveladas, e depois faz-se uma projeção 


para o resto da placa (como indica a Figura IÍ-2, para cromalografia em papel). 


3.6. Documentação 
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transparente colocado sobre o adsorvente ou então através de processos mais sofisticados* 

As cromatoplacas podem ser fotografadas após a revelação por métodos físicos ou químicos. Quando 
revelação persistir por algum tempo, caso da revelação química, pode-se tornar o adsorvente translúcido 
por tratamento com vaselina líquida c fotocopiar a cromaloplaca cm máquinas tipo xerox. Quando as cores 
das manchas forem bem fortes c nítidas não é necessário o tratamento com vaselina líquida. 

Em alguns casos, a camada de adsorvente pode ser retirada pela formação de uma película plástica 
flexível sobre a superfície. Isto é possível quando se borrifa a camada de adsorvente com reativos especiais, 

como o "Ncatan" (propionato de polivinila) fornecido pela "Merck". 


4. FORMAS DE DESENVOLVIMENTO 


Existem algumas formas diferentes de desenvolvimento de um cromatograma, utilizadas sempre 
objetivando uma melhor separação de componentes da amostra. 

Cromalografia ascendente é o método mais utilizado e pode ser considerado como a técnica básica. 
Gcralmcnle se inicia um trabalho com o desenvolvimento unidimensional ascendente, com fase movei e 
adsorvente puro. Caso não se lenha bons resultados, parte-se para modificações. As cubas cromatográficas, 
em geral de vidro, com fundo plano, devem ter junto às paredes um pedaço de papel de filtro que permita 
que a fase móvel suba por ele e sature bem rapidamente o interior das mesmas. A fase móvel deve cobrir 
todo o fundo da cuba, até uma altura que seja inferior àquela das manchas nas placas (em geral 0,5- 1,0 cm). 
As placas são colocadas na cuba cromatográfica quase na posição vertical, apoiadas no fundo da cuba e 
inclinadas para as paredes laterais. Podem ser colocadas mais de uma placa cm uma cuba, entretanto deve-se 
tomar cuidado que entre elas exista um espaço não muito estreito, para que a fase móvel não suba entre elas 
por capilaridade. Isto se consegue com auxílio de bastões de vidro ou pedaços de tcflon. Algumas cubas 
retangulares existentes no mercado já tem, nas paredes laterais menores, sulcos para o encaixe das placas, 
permitindo desta forma o desenvolvimento de várias ao mesmo tempo. 'I ão logo a fase móvel atinja a parte 
superior das placas, estas são retiradas c secas rapidamente ao ar livre ou com secador de cabelos. Não se 
deve esquecer de marcar a distância percorrida pela fase móvel, a fim de permitir o cálculo dos valores 
de Rf 


Além do desenvolvimento unidimensional, pode-se utilizar também o bidimensional, semelhante ao 
observado para a cromatografia cm papel ( Figurei //-/). Para tanto, a amostra é colocada em um ângulo da 
placa e o cromatograma desenvolvido cm um sentido. A placa é retirada, seca c, após um giro de 90°, é 
desenvolvida em um segundo sentido, utilizando-se uma fase móvel diferente 


Pode-se utilizar ainda a cromalografia ascendente unidimensional com múltiplo desenvolvimento. 

Uma vez desenvolvido o cromatograma, a placa é retirada da cuba, seca e retorna para novo desenvolvimento. 

Utiliza-se em geral a mesma fase móvel c uma placa pode sofrer sucessivos desenvolvimentos, até que se 

consiga uma boa separaçao. Este procedimento pode ser encarado como um aumento da camada de 
adsorvente, no sentido de desenvolvimento do cromatograma. 
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Oulra lócnica que leva a boas separações, apesar de pouco utilizada, 6 o desenvolvimento horizontal. 
As placas ficam apoiadas na posição horizontal e as amostras se destacam em linha reta. Quando as placas 
são retangulares, a fase móvel é colocada em uma das extremidades; quando são circulares, a amostra fica 
cm um círculo ao redor do centro e neste se aplica a fase móvel. As manchas aparecem em círculos 
concêntricos. 

O desenvolvimento de um equipamento rclativamente simples, mas muito eficiente, o Chromatotron , 
promoveu um grande interesse pela CCD centrífuga. Trata-se de uma CCD com desenvolvimento circular, 
cm um disco de 24 cm de diâmetro, com uma camada de adsorvente de espessura variável de 1 a 4 mm. O 
processo cromatográfico se desenvolve do centro para as bordas, estando o disco na câmara cromatografica 
submetido a um movimento circular de velocidade controlada. Sua grande vantagem reside na possibilidade 
de rápidas separações preparativas de amostras com quantidades variáveis de 0,1 a 1,0 g. 

A literatura faz ainda referencias a outros tipos de desenvolvimentos, que não serão aqui discutidos, 
como desenvolvimento gradual, contínuo, em suportes cunciformcs, com gradiente de adsorvente, com 

gradiente de fase móvel e desenvolvimento anti-circular. 


5. ANALISE QUANTITATIVA 


A CCD pode ser utilizada como um método quantitativo de análise, diretamente sobre a camada de 

adsorvente ou retirando da placa a área que contenha a substância, que 6 então eluída e quantificada. 

! 

Um dos métodos frcqiiciUcmcnlc utilizados é a densitomclria, que consiste em determinar a área c a 
intensidade da mancha. Tem como inconveniente o falo de compostos incolores, ao serem revelados, 
apresentarem distribuição desigual da mancha, cm função da quantidade de revelador utilizado, 
aquecimento ou volatização da amostra. . 

Outros métodos de emprego direto são a medida de fluorescência e radioatividade, para substâncias 
que apresentarem estas características. As dosagens fcão feitas através de comparação com padrões (ver 

Capítulo II). • 
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6. CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA DE ALTA EFICIÊNCIA (CCDAE) 


Como mencionado no item 5, a CCD pode ser utilizada cm análise quantitativa, porém 
tradicionahnente é um método simples, rápido e económico de análise qualitativa. Entretanto nos últimos 
anos vem adquirindo aplicações mais definidas cm análise quantitativa. Esta alteração nas características se 
deve ao desenvolvimento na qualidade dos adsorventes, na forma de aplicação da amostra e nos 
dcnsitômclros, permitindo análise quantitativa "in silu". Este aumento na eficiência, cm relação a CCD usual, 
levou ao aparecimento da CCDAE, denominação emanada da similaridade com a CLAE, visto as duas 
técnicas serem muito semelhantes quanto ao fenômeno físico que as rege, diferindo fundamcnlalmcnte no 
aspecto prático. 

Na Tabela III- 1 é apresentada uma comparação entre CCD c CCDAE. A análise desta tabela permite 
verificar que, comparativamente, a CCDAE é uma técnica mais rápida, eficiente c sensível que a CCD 


convencional, podendo ser dito que trata-se de um aperfeiçoamento da mesma e com aplicação indicada 
quando se pretende análise quantitativa. Para uma abordagem detalhada desta técnica, são sugeridas as 
referencias ZLATKIS e KAISER, e POOLE e SCHUETTE, além de outras nelas mencionadas. 



Tabela KXI-1 


Comparação entre cromatografia 

em camada delgada (CCD) 

e cromatografia em camada delgada de alta 

eficiência (CCDAE) 

Pn rã melro 

CCD 

CCDAE 

Tamanho usual da placa 

20 x 20 cm 

10 x 10 cm 

% 

Volume aplicado dc cada amostra 

1-5 //L 

0,1-0,2/rL 

Número dc amostras por placa 

7-10 

10-20 

Diâmetro da mancha 

3-6 mm 

1 mm 

Distância dc migração do solvente 

10-15 cm 

3-6 cm 

Tempo dc corrida 

30-200 min 

3-20 min 

Diâmetro medio da partícula dc sílica gel 

20/^m 

5 A 

Limites dc detecção 

por absorção dc luz 

~ 5 ng 

~ up ng 

por fluorescência 

~ 0,1 ng 

~ 0,01 ng 

Pratos teóricos 

ate 600 

ate 5000 


7. APLICAÇÕES DA CCD 




A CCD é a mais simples e a mais econômica das técnicas cromatográficas quando se pretende 
separação rápida e identificação visual. Ela tem demonstrado ser de valor extraordinário na análise de 
substâncias orgânicas e inorgânicas, acompanhamento de reações em sínteses e de processos de purificações. 
Seria muito difícil relacionar todas as aplicações da CCD; mais fácil seria citar que ela está presente em 
quase lodos os laboratórios de química ou biologia, face a fatos como a existência de diferentes fases móveis 
e estacionárias, diferentes técnicas de desenvolvimento c visualização, a sua rápida execução, a sua 
reprodutibilidade c ao seu custo não elevado. 
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CAPITULO IV 


CROMATOGRAFIA POR ADSORÇAO 
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1. INTRODUÇÃO 


^ • A * 

Os métodos cromatográficos líquido-sólido (adsorção), líquido-líquido (partição) e troca íomca 
podem ser realizados numa coluna recheada. A cromatografia por troca iônica será abordada no Capítulo 
V c a cromatografia cm coluna sob pressão nos Capítulos VII (fase móvel gasosa) e VIII (fase móvel líquida). 
Neste capítulo consideraremos a cromatografia na qual se usa uma coluna recheada com um sólido (fase 
estacionária) c uma fase móvel líquida, onde a sorção isotérmica (adsorção) refere-se a um aumento da 
concentração do material (que está cm excesso na fase móvel) entre as superfícies das fases móvel e 
estacionária. Empiricamente esta cromatografia em coluna (adsorção) pode ser primeiramente escolhida 
porque é tecnicamente mais simples, não exigindo instrumentação esmerada. Dependendo do tamanho da 
coluna usada, é facilmente aplicada para fins preparativos, devendo ser monitorizada, principalmente, por 

cromatografia em camada delgada. 


2. A COLUNA 


a r fthipa rromalo gráficaJl£onstituída por um tubo dc.vidcp 



- — - 


ição vertical; 


a extremidade superior é aberta e a inferior é afilada terminando numa torneira, que permitir áo controle 


da vazão da fase móvel. 


As dimensões da coluna dependerão da quantidade de material a ser cromatografado. Por exemplo, 
se a quantidade de material for pequena, até uma bureta pode ser usada para construir a coluna. 

Na parte superior da coluna se adapta um recipiente como reservatório da fase móvel e abaixo da 
torneira se colocam recipientes ou frascos coletores do eluente, çujas_dimensões dependem do vol ume d e 

cada fração a ser coletada./ 


A fase que fica no interior da coluna (adsorvente) 6 suportada, na parte inferior, por um chumaço de 
lã de vidro, como mostra a Figura IV- 1 , ou por uma placa porosa de vidro ou tefion. 
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3. OS PROCESSOS DE ADSORÇÃO EM COLUNA 


Para se conhecer a natureza do processo de adsorção deve-se considerar a atividade do adsorvente 


(atividade cromatográfica) que, de uma maneira geral, traduz a força de adsorção. Porém, às vezes, pode 


significar a área de superfície ativa do sólido, onde ocorre a adsorção. As substâncias eluirão da coluna 


segundo a sua polaridade. 


A atividade cromatográfica do sólido (fase estacionária), tendo grupos polares, aumenta sobre 


substâncias polares, observando-se a ordem: 


-co 2 h 



-OH 



-nh 2 



-SH 



-CHO 




O > -C0 2 R > -OCH 3 > -CH = CH- 


Deve-se evitar que o movimento da substância adsorvida na coluna seja lento c que a banda se torne 


larga com baixa concentração e com tendência de se envolver com outras bandas. No caso dc alumina, quando 


se utiliza eluição por gradiente c/ou eluição cm etapas, pode-se evitar aqueles inconvenientes fazendo a sua 


(700 a 800 


num caso como no outro, o objetivo é impedir a ação das partes mais ativas ou obstruir os poros finos do 


adsorvente, que provoca uma tendência para o endireitamenlo da isoterma pela redução da superfície 


específica. Estas observações são também válidas para os outros adsorventes ( Tabela IV- 1). 
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figura IV- 1 


Iísqucma de uma coluna de adsorção. 


a: reservatório; b: fase móvel; c: coluna dc vidro; d: adsorvente; c: chumaço de lã dc vidro; 
amostra; h: camada de areia ou de recheio, colocada após a aplicação da amostra. 
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4. PREPARAÇÃO DOS ADSORVENTES 


r Para ativação dos adsorvenles (alumina, sílica gel, silicato dc magnésio, carvão ativo), eles são aquecidos 
para dcssorção de água e dc outros materiais adsorvidos. 

Para alumina, uma ótima temperatura para ativação é aproximadamente 400°C durante quatro horas; 
um período de aquecimento mais prolongado poderá causar a perda dc atividade. Para os outros sólidos, 
um aquecimento ao redor dc 200°C durante duas horas é suficiente. 


A atividade está relacionada com a quantidade dc água adsorvida c c determinada cm função dc sua 
capacidade dc adsorver uma serie dc corantes que são: azobenzeno, p-mctoxiazobcnzcno, amarelo Sudan, 
vermelho Sudan, p-aminoazobenzeno e p-hidroxiazobenzeno. Uma alumina de atividade 1 adsorveria mais 

o p-mctoxiazobenzeno do que o azobenzeno. 


A alumina com atividade grau I é a mais usada em cromatografia em coluna e é a mais ativa, pois foi 
aquecida a 400°C por quatro horas, ou até não ocorrer mais dessorção de água. Aquela com grau II tem 2-3% 
de água, adicionada a de grau I, a de grau III tem 5-7%, de grau IV 9- 1 1% e a dc grau V, que é a menos 
ativa, tem 15%. A mistura de partes iguais dc alumina de atividade I c III, deixada durante 12 horas, passa a 

ler atividade II. 





[ 


J 


\? 


nao 



separações tolalmcnlc reprodutíveis em virtude do adsorveolcjJcjmçsmiJ! lote 



^üvidadcs.variadasl A rcprodulibilidadc pode ser aumentada usando um tamanho dc partícula adequado, 
por exemplo, não se usaria um tamanho tão pequeno que impediria o fluxo da fase móvel. A quantidade dc 
adsorvente a ser usada varia de acordo com a adsorbilidade do material; gcralmcnic, a proporção mínima 


de adsorvente/subslância é de 25:1. 

-r 


Tabela IV-1 

Fases estacionárias para cromatografia em coluna. 

Adsorvente 

Atividade* 

malha 

1 amanho da partícula* 

/im 

Óxido de alumínio básico 

I 

70-230 

63-200 

Óxido de alumínio neutro 

I 

70-230 

63-200 

Óxido de alumínio ácido 

I 

70-230 

63-200 

Óxido dc alumínio neutro 

II c III 

70-230 

63-200 

Celulose microcristalina 

- 

70-230 

63-200 

Silicato de magnésio 




(MgO/Si = 15:85) 

- 

100-200 

75-150 

Sílica gel (ácido silícico) 

II e III 

70-230 

63-200 


• Atividade na escala Brockmann 

* Especificação da American Socicty forTesting and Materials, ver Apêndice 5. 
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5. REAÇÕES NA COLUNA 


Os sólidos usados nas colunas cromatográficas às vezes tornam-se catalizadores de reações. Este 
problema é maior com alumina do que com sílica. Por exemplo, a alumma alcalina pode causar a condensação 
de aldeídos e cetonas; neste caso se usaria uma alumina neutra. A acetona não ó usa a como ase móvel 
quando se utiliza alumina. O carvão ativo pode levar à decomposição química, c a sílica pode causar a 

isomerização de terpenos e esteróides. 


6. ESCOLHA DE ELUENTES 


A função das fases móveis na cromatografia por adsorção tem sentido amplo: a) Realizar a sua função 
de solvente, propriamente dito, no que deve ser levado em consideração as relações dc solubilidade dos 
componentes da mistura a ser cromatografada. As fases móveis devem ter baixo ponto dc ebulição (35 - 85 C) 
para que sejam evaporados facilmente, b) Realizar, primordialmenlc, o desenvolvimento dos componentes 
da mistura na coluna c remover ou dessorver estes componentes do adsorvcnle. Neste caso, são ditos cluentes. 


As observações da monitorização por cromatografia em camada delgada devem orientar na escolha 
dos eluentes c do recheio da coluna. Após ter sido escolhido o adsorvente, os cluentes são selecionados dc 

t 

acordo com seu poder clucnlc; isto é, num-aumcnlo de habilidade de dessorver do adsorvente as substâncias 
(adsorvato) fixadas no mesmo. iGcralmcnlc, a dessorção 6 facilitada quando se usa um eluente polar c 
dificultada pelo uso daquele dc p qlaric ladc menor; isto é, um adsorvato estará mais fixado no adsorvente 
quando o eluente em uso é pouco polar. Porém, o deslocamento do adsorvato c lento. Para o desenvolvimento 
do mesmo tornar-se mais rápido deve-se usar um outro eluente mais polar. Desta maneira, deve-se seguir 
uma série gradual de eluentes, como se observa na Tabela IV-2. 


% 

Tabela IV-2 

Série de eluentes, em ordem crescente de polaridade * 

Mexa no 

Éter dc Petróleo 
Ciclohcxano 

Tetracloreto dc Carbono 

Bcnzcno 

Tolueno 

Dicloromclano 

Clorofórmio 

Éter Etílico 

Acetato dc Etila 

Piridina 

Acetona 

Etanol 

Metanol 

Acido Acético 

• de ponto de ebulição baixo 
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Desta série de elucntes deve-se escolher aquele (ou aqueles) que consegue(m) dessorver o adsorvato. 
Por exemplo, uma série de eluentes pode ser: éter de petróleo, éter de petróleo e bcnzeno (1:6), éter de 
petróleo e benzeno (1:3) e assim por diante[ É preferível não utilizar a acetona, pois pode ocorrer a formação 
de produtos de condensação após contacto com o adsorvente/A polaridade desta série gradual de eluentes 
está relacioanda com as experiências práticas de cromatografia em coluna. A vazão do eluente pode ser 
aproximadamente de uma gota por segundo. Não se deve aumentar muito rapidamente a polaridade do 
eluente para se evitar a sobreposição de bandas. 


7. ENCHIMENTO DA COLUNA 

* 


Quanto mais uniforme for o enchimento da coluna, maior será a sua eficiência. Durante o enchimento 
o ar pode ficar retido entre as partículas, o que não é conveniente, pois formaria canais na coluna que 
prejudicariam (alargando) as bandas em eluição! Para se evitar a retenção de ar o adsorvente deve ser agitado 
num frasco, com a fase móveh até a constituição de uma pasta, a qual será então colocada dentro da coluna, 
já contendo 1/3 da fase móvel. Nesta operação acompanhada por vibração da coluna e, deixando o material 
'assentar gradualmenle, obtém-se uma razoável homogeneidade no enchimento. é>c existir uma uniformidade 
no tamanho das partículas, melhor será a homogeneidade do rechcio./Dcvc-sc evitar deixar a coluna secar 
durante o enchimento ou durante a cluição, porque aparecem rachaduras na coluna, com o que a separação 
, cromatográfica ficaria altamcnlc prejudicada. 


Uma vez montada a coluna cromatográfica, a amostra deve ser colocada no topo da mesma. Isto é feito 
colocando ou amostra sólida solubilizada num volume mínimo de solvente, ou amostra líquida, ou extrato, 
por meio de uma pipeta, na superfície do adsorvente. As amostras, tanto sólida ou líquida podem ser 
misturadas com o adsorvente c, após evaporar o solvente, a mistura 6 colocada no topo da coluna. O eluente 
deve estar ultrapassando aquela superfície, formando uma camada de 2-3 cm de espessura. Após toda 
amostra ter sido colocada é adicionada a fase móvel, cuidadosamente, até que se forme uma coluna líquida 
incolor e límpida acima do nível superior da amostra. Para manter esta superfície da amostra uniforme, c 
conveniente colocar, antes de adicionar a primeira fase móvel, uma camada de areia ou do próprio recheio 
(1 a 2 cm de espessura) sobre ela para evitar anormalidades quando da adição das fases móveis. 


8. A ELUIÇÃO 


t 


i 

\ 


Uma coluna cromatográfica podeser fixada cm qualquer posição no espaço, porém a mais conveniente 


6 fixá-la cm posição vertical. Assim a eluição se processará por ação da gravidade, não sendo necessário o 


uso de pressão, como cm outras posições. Além disso, a posição vertical evita a formação de canais. 


Geralmcntc, a eluição é em etapas, com modificação gradual das fases móveis. 


A Figura IV-2 mostra uma típica adsorção isotérmica. Nas Figuras IV-3a c IV-.?Z> obscrvam-sc as 


características de uma banda cromatográfica, isto é, quanto maior a distância percorrida pelo material eluído, 


maior é a sua distribuição dentro da coluna, formando uma banda que mostra uma parte caudal c parte 


frontal, num determinado estágio de sua passagem descendente. 
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Se ocorrer um fenômeno como mostra a Figura JV-4, a banda cromatográfica terá uma cauda difusa e 
longa, o que tornará este método cromatográfico em coluna de adsorção desvantajoso porque envolveria a 
banda adjacente. 
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FIGURA IV-4 Adsorção nâo ideal dc um soluto na fase estacionária. 


A fase móvel, quando está passando através do adsorvcnlc na coluna, arrasta consigo os componentes 
da amostra que está sendo cromalografada. A velocidade dc movimento descendente de um componente 
depende dc sua adsorção pela fase estacionária, isto é, quanto mais fracamentc o componente for adsorvido 
mais rápida c a sua passagem pela coluna, e vice-versa. Conclui-se, portanto, que quanto maior a diferença 
entre os coeficientes dc adsorção, mais completa será a separação do composto (terá maior grau dc pureza), 
como se observa na Figura IV-5. Esta separação dos componentes dc uma mistura é devido às diferenças nas 
forças de adsorção ( forças eletrostáticas dc van der Waals) entre eles c o adsorvcnlc. Na cromatografia por 
troca iônica estas forças são do tipo iônica, como será visto no Capítulo V. 
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FIGURA IV-5 


“isrrrrr :’;;r •* «■. * - - “•-“ 


Para ocorrer uma 


completa separação a fase móvel deve: 


a 


Ser fracamcntc adsorvida pela fase estacionaria; 


b. Não ser afetada quimicamente; 


c 


Possibilitar realmcnlc o desenvolvimento de uma corrida cromatografica, ocasionado por un 


determinado grau de adsorção. 


9. CROMATOGRAFIA EM COLUNA SECA 


Em determinadas situações para a separação c purificação dos componentes dc uma amostra, pode-se 
usar uma variação da tradicional técnica dc cromatografia em coluna úmida. Trala-sc da cromalografia em 
coluna seca que apresenta unta melhor resolução c uma redução dc tempo e de volume de solventes durante 
a cluição da amostra. A coluna é preparada usando o adsorvente seco e, frcqiieutcmcntc, contendo um 
indicador fluorescente. O adsorvente deve ser colocado num tubo de vidro ou um tubo de náilon maleável, 
ou dc outro material flexível, resistente c inerte aos solventes a serem usados e que seja transparente à lu'/ 

ultravioleta. 
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Na montagem ela coluna em tubo ele material maleável, eleve-se fechar a extremielade inferior à quente 
ou por grampeamento c se faz elois ou três furos para evitar formação ele bolhas de ar quando do enchimento. 
A compactação é feita deixando-se cair no tubo um terço da quantidade total do adsorvente, de cada vez, 
de uma altura de 20 cm, por duas ou três vezes. A coluna torna-se rígida podendo ser segura por garras. 


A amostra, preparada como foi descrito anteriormente, é colocada no topo da coluna de adsorvente. 
Em seguida, acrescenta-se a fase móvel até que sua linha de frente atinja a base da coluna (pode-se deixar 
fluir algumas gotas, se necessário). 

A escolha da fase móvel c as dimensões da coluna estão na dependência dos resultados da análise da 

amostra por cromatografia em camada delgada, cujo adsorvente contêm indicador fluorescente. A coluna, 

após desenvolvimento, 6 exposta à luz ultravioleta c se faz delimitações das faixas, contendo os adsorvatos 

separados, as quais são cortadas, usando uma lâmina afiada. As fatias deverão ser cortadas com cautela, e 

em seguida eluídas com solventes apropriados (êter etílico, clorofórmio, metanol, etc.). No caso de ter sido 

usado lubo de vidro, este deve ser invertido c abrindo-se a torneira o recheio se desliga. A aplicação de 

pressão, ligando uma bomba compressora na extremidade do tubo onde se encontra a torneira, também faz 

% 

com que o recheio se desligue. A seguir separam-sc as faixas que foram delimitadas com a luz ultravioleta. 


Para sc ler uma separação ideal c conveniente usar um único solvente como cluidor, da mesma maneira 

como ocorre na cromatografia cm camada delgada. Em caso de se usar um cluidor misto, o adsorvente deverá 

■ ^ 

ser umidccido com o mesmo, depois seco c, cm seguida, usado no enchimento. A proporção do adsorvente 
c amostra, cncjuanlo na coluna úmida é de 30:1, nesta técnica é de 70:1 cm caso de uma separação média e 

f 

cm caso dc uma separação difícil é de 300:1. Pode-se usar até 50 g da amostra numa coluna seca de 2 m dc 
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Com esta técnica pode-se separar até cnanliômeros lais como: 
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10. USO DA CROMATOGRAFIA POR ADSORÇÃO 
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São várias as áreas de pesquisas nas quais este tipo de cromatografia 6 utilizada, como por exemplo- 

a. Em laboratórios de química orgânica para separar c purificar reagentes e materiais obtidos por 
sínteses; 


b. Em laboratórios de produtos naturais, os quais são normalmentc submetidos a este método 
cromatográfico cm escala preparativa e analítica; 

c) Em laboratórios de análises clínicas para separar esleróides de urina ou de sangue, etc. 
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1. INTRODUÇÃO 


As primeiras observações registradas na leitura, referentes à troca iônica, foram feitas por WAY e por 
THOMPSON em 1850. Estes químicos, especializados em solos, descobriram, nas primeiras décadas deste 
século, a capacidade destes em remover íons NH^ de soluções que os atravessavam, substituindo-os por 
uma quantidade equivalente de íons Ca2+ . A partir destas observações, várias tentativas foram realizadas 
no sentido de produzir trocadores inorgânicos mais apropriados. As principais dificuldades encontradas 
eram principalmente quanto ao acesso da substância a ser trocada no material utilizado como suporte, 
refletindo em uma baixa capacidade de troca e dificuldades na regeneração deste, para ser novamente 
utilizado. Os trabalhos de GANS evidenciaram estas tentativas. Utilizando proporções moleculares de 
IAI 2 O 3 :10Si02 ele obteve um produto que não se dissolvia na água e era resistente à desintegração. 

Apesar das dificuldades encontradas, a recompensa destes esforços foi obtida com a utilização do 
processo de troca iônica para suavizar a dureza da água, denominação dada à água que é rica em cátions 

como Ca 2+ , Pb 2 + e Mg 2 + . 

Em 1917, a literatura registra uma das primeiras tentativas do emprego da troca iônica para resolver 
problemas analíticos dc investigação bioquímica, descrevendo a utilização deste método para a determinação 
do teor de amónio na urina, em trabalho desenvolvido por FOLIN c BELL. 

Por volta de 1935, começaram a ser produzidas resinas de troca iônica orgânicas, muito mais eficientes, 
passando a constituir um meio químico de extraordinário valor em processos analíticos. 

Os trabalhos desenvolvidos pelos pesquisadores do Projeto Plutônio da Comissão de Energia Atômica 
nos Estados Unidos promoveram grandes avanços na separação de ânions e cátions por troca iônica, que 
despertaram a atenção de pesquisadores de outras áreas para este processo cromatográfico. 

Os trabalhos pioneiros dc MOORE e STEIN na separação dc aminoácidos, dc FRUTON na separação 
dc peptídeos e dc COLIN c col. na separação de ácidos nucléicos c derivados mostraram o valor do método 
no canipo bioquímico, tendo iniciado uma era nesta área. 
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2. O MECANISMO DE CROMATOGRAFIA POR TROCA IÔNICA 


Na cromatografia por troca iônica _aJas£ £Sla.çionária_é altamente carregada, sendo qu e solutos m m 
cargas de sinais contrários a esta são seletivamente.adsorvidos da fase móvel. Os solutos adsorvidos podem 
ser subsequentemente eluídos, por deslocamentos com outros í ons. com o mesmo tipo de carga, porém com 
maior força de interação com a fase estacionária.j 

Os diferentes graus de afinidade eletrostática entre o trocador e o s íons da fase móve l regem ||p 0 

de cromatografia. A separaç ão de materiais por r.romatog£afia pnr trocalônLaa-RQi^-.ha^a Ha na adsorção 

reyersível e diferencial dos íons da fase móvel pelo grupo trocador da matriz. AjJiferença dc afinidade entre 

os.íons.daXase. móvel e a matriz é devido a diferenças de carga, sendo possível controlá-la utilizando fatores 
como o pH e a força iônica. * 


O mecanismo da ação de um trocador iônico está resumido na Figura V-L O trocador catiônico, neste 
caso, está em equilíbrio com o eluente inical contendo os íons X + (a). B + e C 2+ são materiais a serem 
separados. Quando determinada quantidade de tais amostras são colocadas com o trocador ocorre a 
adsorção, liberando quantidade equivalente dos íons X + , anleriormentc ligados à matriz (b). Após a 
adsorção é aplicado um eluente, que contém íons Z + com uma afinidade pouco maior pelos grupos 

trocadores da matriz. Estes íons vão provocar a liberação da substância B + , ligada mais fracamente à matriz 

^ 2 | | 
que a substância C (c). Passando a seguir o segundo eluente, contendo os íons W + com maior afinidade 

ainda pela matriz, haverá a liberação do material C 2+ , e assim, a separação dos materiais B + e C 2 + (d). O 

efeito dos íons de maior afinidade relativa a X + , isto é, Z + c , pode também ser conseguido por 

concentrações crescentes deste, alterando o equilíbrio entre a fase móvel c a fase estacionária. 




B* B f B* 


B 


+ 







FIGURA V-l 


Esquema do mecanismo de (roca iônica. 

D + c CT + são materiais a serem separados. X + , 


Z c W + são íons comidos nos clucntcs 1, 2 c 3, rcspcctivamcnte 


Para ejue a coluna possa 


■ «via, cquiiiDraaa com 

O eluente inicial. Neste caso, os íons do eluente têm uma menor afinidade pelo grupo trocador da matriz, 

mas a condição de equilíbrio é alcançada fazendo-se passar pela coluna um volume do eluente igual a 5-10 


74 



• % > 
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vezes a sua capacidade. Deste modo, é possível ocorrer a troca de íons, eliminando aqueles contidos nos 

eluentes anteriormente utilizados. Sendo assim, o grau de afinidade é superado pela maior concentração de 
íons (e). 

Um perfil de eluição hipotético, referente a situação representada neste esquema, pode ser visualizado 
na Figura V-2. 



VOLUME EFLUENTE 


FIGURA V-2 Perfil de eluição hipotético, obtido na situação cromatográfica representada na Figura V-l. As setas 1, 2 e 3 

referem-se às mudanças dos eluentes da coluna cromatográfica. 


3. A MATRIZ 

S 

A matriz de um trocador é constituída de um material poroso, natural ou sintético, inerte, insolúvel em 
água e em solventes orgânicos, apresentando ligações covalentes a grupos trocadores iônicos. As matrizes, 
quanto ao material que as formam, são classificadas em inorgânicas e orgânicas, sendo naturais ou sintéticas. 
Por serem, em geral, mais eficientes, são amplamente utilizadas como matriz, resinas orgânicas altamente 

polimerizadas, com ligações cruzadas. 

Dependendo do grupo trocador ligado covalentemente à matriz, os trocadores iônicos são classificados 
em aniônicos e catiônicos. 

Os trocadores aniônicos, como o próprio nome indica, trocam ânions e apresentam, portanto, grupos 
iônicos positivos ligados à matriz (Figura V-3). Os trocadores catiônicos, inversamente, trocam cátions e 
apresentam grupos iônicos negativos ligados à matriz (. Figura V-4 ) . 
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FIGURA V-3 Esquema de um trocador aniônico. 

O sinal + representa o grupo trocador 
ligado à matriz; o sinal os ânions que 
sâo adsorvidos. 


FIGURA V-4 Esquema de um trocador catiônico. 

O sinal - representa o grupo trocador; o 
sinal 4 , os cátions que sáo adsorvidos. 


3.1. Trocadores inorgânicos naturais 

Como citado anteriormente, os solos apresentam minerais que são capazes de atuar como trocadores 
iônicos. Segundo KRESSMAN, o cátion do mineral ativo do solo possui uma camada de estrutura cristalina. 
No grupo dos alumínio-silicatos, por exemplo, as camadas são compostas de planos de átomos de alumínio 
e silício. Muitos minerais possuem camadas cristalinas compostas de dois planos tetraédricos unidos em um 
octaedro plano, ficando os íons trocáveis entre as camadas destes planos. 

Para ocorrer a troca iônica em um mineral, a estrutura molecular precisa ser suficientemente aberta 
para permitir o acesso dos íons a serem trocados. O tipo de estrutura difere muito de um para outro tipo, 
mas estes trocadores, em geral, apresentam pequena capacidade de troca. São atacados por ácidos ou por 
bases, sendo a propriedade de troca de íons afetada por valores de pH diferentes de 7,0. 


3.2. Trocadores inorgânicos sintéticos 

* 

Uma das primeiras tentativas de se obter trocadores sintéticos inorgânicos coube a GANS, fundindo 
óxidos de alumínio, silício e sódio. Várias outras sínteses alternativas foram tentadas com a finalidade de 
testar as propriedades do trocador, cuja principal limitação é a de apresentar baixa capacidade de troca, 
além de ter vazão lenta, causando problemas na regeneração. Todavia, era insolúvel na água e resistente à 

desintegração. 

Trocadores sintéticos podem ser preparados a partir de óxido de metais do grupo IV, como o zircônio 

e o tório e de ácidos do grupo V e VI, sendo um exemplo o fosfato de zircônio. Estes materiais apresentam 
a vantagem de serem muito estáveis à temperatura e à radiação nuclear. 
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33. Trocadores com matriz orgânica natural 


Certas substâncias, como a lã, o cabelo, o couro (proteínas), a celulose e o agar (polissacarídeo) 
possuem propriedades trocadoras de capacidade muito baixa. 

As proteínas são constituídas de aminoácidos, que são compostos anfóteros e, portanto, podem se 
comportar como cátions ou âmons, dependendo do pH a que estão expostas. 

A celulose, como o agar, possui também propriedades trocadoras. Mediante tratamento químico 
simples, em geral, sulfonação, pode-se obter materiais trocadores catiônicos. Todavia, com tal 
processamento, os produtos obtidos são heterogênios e de pouco valor prático; a tentativa de se empregar 
o carvão como a matriz trocadora ilustra bem isso. 

Em 1934, foi demostrado que certos carvões, sofrendo granulação e posteriormente tratados com ácido 
sulfúrico, davam origem a trocadores catiônicos que eram estáveis quimicamente e fisicamente em meios 
ácidos e alcalinos. Nesta época, a descoberta representou considerável avanço, desde que trocas envolvendo 
os íons hidrônio puderam ser realizadas, até então muito difíceis. 

Os grupos sulfônicos eram, em grande parte, responsáveis pela troca de cátions, como também grupos 
carboxílicos produzidos simultaneamente à reação de oxidação. O carvão submetido a este tratamento 
químico foi usado para desmineralizar a água. 

3.3.1. Os trocadores com matriz de celulose 

A celulose é um biopolímero de glicose apresentando ligações cruzadas de pontes de hidrogênio, tendo 
grupos hidroxílicos que são facilmente oxidáveis a grupos carboxílicos, sendo esta a razão que capacita a 
celulose como trocador. Todavia, para efeito prático a celulose precisa ser tratada quimicamente. Agentes 
oxidantes transformam grupos hidroxílicos a carboxílicos de uma maneira homogênea, e a celulose, assim 
modificada, pode ser útil como um trocador. 

Por tratamento químico conveniente é possível ligar a celulose a grupos trocadores catiônicos e 
aniônicos. Também, dependendo da finalidade, pode ser dado um baixo nível de substituição dos grupos 
hidroxila, visando uma baixa densidade de carga, que permite a eluição de moléculas de polieletrólitos sob 

condições brandas, ou então, uma alta densidade mais apropriada para a cromatografia de pequenas 
moléculas altamente carregadas. 

No estado nativo, as cadeias polissacandicas de celulose sao unidas por ponte de hidrogênio formando 
regiões microcristalinas. Interpostas a estas regiões existem outras amorfas, com um menor número de pontes 

de hidrogênio. A hidrólise ácida limitada produz uma perda preferencial da região amorfa, resultando em 
celulose microcristalina. 

No fim da década de 1970 foi colocado no mercado o DEAE-Sephacel, um trocador aniônico 
preparado a partir de celulose microcristalina de alta pureza, previamente hidratada, com partículas 
esféricas, porosas, de diâmetro variando de 40 - 160 ^m, pronta para uso, apresentando ligações cruzadas 
com epiclorohidrina, além das pontes de hidrogênio encontradas naturalmente na celulose. 

Os trocadores com matriz de celulose têm a vantagem de apresentar poros largos, facilitando assim o 
acesso das substâncias aos grupos trocadores e permitindo boa qualidade de vazão da fase móvel. 
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3.3.2. Os trocadores com matriz de dextrano 


Dextrano é um biopolímero formado por unidades de glicose, unidas predominantemente por ligações 
a-D (1-6) e produzido por bactérias (Leuconostoc misenteroides, Leuconostoc dextran.cium), tendo como 

substrato inicial a sacarose. 

Sob o nome comercial de Sephadex (Pharmacia) é produzido um polímero modificado de dextrano, 
onde as macromoléculas apresentam ligações cruzadas de ponte de hidrogênio entre as suas ca eias, o ten o 

assim uma estrutura porosa tridimensional. 

Por causa do seu alto conteúdo de grupos hidroxflicos, o Sephadex é fortemente hidrofílico e as 
partículas esféricas, produzidas deste material, são capazes de inchar consideravelmente em contato com a 
água, sendo possível formar vários tipos de poros conforme a sua capacidade de absorver água. 

Por tratamento químico adequado, é possível ligar grupos trocadores às partículas esféricas de 
Sephadex. Os trocadores iônicos com matriz de Sephadex são derivados do Sephadex G 25 e Sephadex G 50, 
sendo que estes dois tipos diferem entre si quanto à porosidade das partículas esféricas. 

Os trocadores iônicos baseados no Sephadex G-25 apresentam ligações cruzadas firmes, resultando 
em partículas de poros menores que aquelas com matriz de Sephadex G-50, que apresentam poros maiores, 
sendo estes, portanto, mais indicados para a cromatografia de substâncias com massas moleculares elevadas 

(ver Capítulo VI). 

O pH e a força iônica dos eluentes são fatores que influenciam no grau de inchamento destes trocadores 
que, sendo esféricos e altamente porosos, permitem boas condições de vazao da fase móvel. 

3.3.3. Trocadores com matriz de agarose 

O agar é um polímero natural complexo extraído da alga Rhodophyciae. Ele é formado por cadeias 
polissacarídicas de agarose e agaropectina. Os grupos carregados presentes neste polissacarídeo são o sulfato 
e o carboxílico. A agarose contém menor número de grupos sulfatos, em relação à agaropectina, sendo por 
isso menos carregada. 

A agarose foi introduzida por POLSON como um gel para cromatografia por exclusão. PORATH e 

col. prepararam um gel de agarose, livre de sulfato, com ligações cruzadas de bis-epoxi ou epicloridrina. Este 
% 

tratamento resultou em um gel mais insolúvel e com ligações cruzadas mais homogêneas. 

Como exemplos de trocadores que utilizam a agarose como matriz, podemos citar a DEAE-Sepharose 
CL-6B (aniônica) e a CM-Sepharose CL-6B (catiônica). 

Estes trocadores apresentam uma matriz de grande rigidez, aliada a uma porosidade equivalente 
àquelas com matriz de dextrano modificado, tendo ainda boas qualidades de vazão da fase móvel. 


3.4. Os trocadores orgânicos sintéticos 


Em 1935, ADAMS e HOLMES desenvolveram resinas com propriedades trocadoras e bastante 
insolúveis. Estas resmas foram obtidas por condensação de fenóis poliídricos com formaldeídos O trabalho 
destas pesquisas deu início a uma fase tecnológica de grande amplitude, possibilitando a produção de 
matrizes, de vários graus de porosidade, trocadoras de cátions e de ânions. 

O trabalho pkmeiro de ADAMS e HOLMES produziu resinas trocadoras de cátions. A estrutura tíoica 
destas resinas é dada na Figura V-5. 
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ch 2 oh 


FIGURA V-5 Estrutura típica das resinas desenvolvidas por ADAMS e HOLMES, por condensação de fenóis com formaldeído. 

O grupo responsável pela troca iônica é o -OH, que funciona como indica a equação, em meio ácido 
e neutro. 

Resina -OH 4- NaCl I Resina -ONa + HC1 
e, com maior eficiência, em valores de pH mais altos: 

Resina -OH + NaOH ~ t * Resina -ONa + H 2 O 

Todavia, tais resinas apresentavam pequena capacidade de troca, pelo fato da baixa tendência do H 
de desligar do grupo OH. Para aumentar a capacidade de troca destas resinas foram introduzidos grupos 
sulfônicos, em ataques a determinados sítios nos anéis aromáticos. A estrutura molecular típica destas resmas 

é apresentada na Figura V-6. 



FIGURA V-6 Estrutura típica das resinas sulfonadas, produzidas pela condensação de fenóis com formaldeído. 

Desta maneira, a resina passou a ser multifuncional com grupos trocadores sulfônicos e hidroxílicos, 
sendo que, em condições ácidas e neutras, somente o primeiro apresenta efetiva capacidade de troca; em 
meio básico, os grupos OH contribuem também na troca de cátions. 

Um notável avanço nas resinas trocadoras ocorreu em 1942, quando D’ ALELIO sintetizou resinas com 
base no estireno cruzado com divinilbenzeno, obtendo pequenos grânulos. As resinas trocadoras ácidas 
(cationicas) foram preparadas por sulfonação do anel benzenico com ácidos sulfúrico concentrado ou com 
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ácido clorosulfônico. Elas têm maior quantidade de grupos sulfônicos, em comparação aos citados 
anteriormente (Figura V-6) e, em conseqüência, maior capacidade de troca. 

A Figura V-7 nos mostra o esquema do preparo destas resinas. As unidades divinilbenzeno estabelecem 
uniões com outras cadeias. O grau de ligações cruzadas (porosidade) é dado pela quantidade de 
divinilbenzeno presente na mistura polimerizante, sendo que porcentagens típicas são de 1, 2, 4, 8, 12 e 16. 
A porosidade é selecionada conforme o propósito a que se destina, sendo comumente designada por X-l, 
X-2, X-12, etc., onde o número indica a porcentagem çm divinilbenzeno no polímero. 

As resinas de troca básica (aniônicas) são preparadas por clorometilação seguida por uma reação com 
uma amina terciária ou outro reativo apropriado. A estrutura deste tipo de trocador pode ser imaginada com 
base na Figura V-7, substituindo-se grupos sulfônicos (-SO 3 H + ) por -CH 2 - N R 3 com OH ou Cl 

Além das resinas po lies tuê nicas e polifenólicas, outras são obtidas usando o metacrilato como matéria 

básica de construção. 


As resinas trocadoras deste tipo são muito resistenl 
monofuncionais, tendo alta capacidade de troca em toda faixa 


grande estabilidade química 


sao 





POLIESTIRENO LINEAR 


ES TIRENO 



POLIESTIRENO COM LIGAÇÃO CRUZADA 


H 2 S0 4 

" 



— CH— -CH- 


FIGURA V-7 Polimerizâçáo e sulfonaçfio das resinas com base no estireno-divinilbenzcno. 




1 


3.5. Matrizes utilizadas em cromatografía liquida de alta eficiência 


As resinas de estireno-divinilbenzeno foram pioneiramente utilizadas para a produção de part cu as 
trocadoras (de aproximadamente 10 fim) para cromatografía por troca iônica de alta eficiência. Estas 
partículas trocadoras têm sido muito usadas. No entanto, apresentam a desvantagem de ter baixa rigidez à 
deformação por pressão e por dificultar a difusão das moléculas da substância-amostra para o interior do 
trocador. O resultado, utilizando este tipo de matriz, é uma coluna de menor eficiência, comparada com 
outras onde estes problemas são contornados. 

Devido a isto, outros tipos de partículas trocadoras foram idealizadas por serem mais adequadas à 
cromatografía líquida de alta eficiência. Estas partículas são constituídas de um suporte rígido que é revestido 
com um polímero de estireno-divinilbenzeno, silicone ou fluorcarbono e derivatizado com grupos trocadores 
sulfônico ou amónio quaternário. Dependendo do tipo de suporte empregado, estas partículas são chamadas 
peliculares, com núcleo sólido de sílica ou porosas. Estes suportes ficam recobertos com uma fina camada 
do material trocador e, assim constituídos, são muito resistentes à deformação por pressão, facilitando a 
difusão das moléculas para o interior da película de revestimento. Isto resulta em um aumento na eficiência 
da coluna comparada àquelas formadas unicamente por polímeros. No entanto, estes contêm uma menor 
quantidade do material trocador, com menor capacidade que os baseados nas resinas. 


3.6. Trocadores iônicos líquidos 


também ser realizada 


orgânicos, imiscíveis em água 


ionizáveis 


Assim, o suporte inerte fica revestido por um filme líquido. Para os trocadores catiônicos são usados 
alquilésteres do ácido fosfórico e/ou alquilésteres do ácido alcano-fosfônico. Os trocadores líquidos 
aniônicos utilizam aminas de alta massa molecular ou compostos de amónio quaternário (por ex., 

trioctilmetilamônio). 


4. OS GRUPOS TROCADORES 


Os tipos de grupos ligados à matriz classificam os trocadores iônicos em fortes, médios e fracos. Os 


ionizados 


esquematiza as curvas típicas de trocadores ácido e básico fortes. Os trocadores iônicos fracos e médios são 
aqueles em que o grau de dissociação é influenciado pelo pH, sendo que, devido a este fato, a capacidade 
destes trocadores varia em função do pH. Na Figura V-9 temos as curvas típicas de trocadores ácido e básico 


fortes. 
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Nas Tabelas V-l e V-2 temos exemplos de alguns tipos de trocadores iônicos comerciais, sendo 
classificados quanto à força do grupo trocador. 



Tabela V-l 


Exemplos de alguns tipos de trocadores baseados em polímeros sintéticos 

Tipo ConsUluiçào Fórmula doa Marcas registradas de trocadores equivalentes* 


trocadores 


Áddo forte 

Grupo» de ácido sulfònico 

é - SO 3 H + 

Ambcriite 

Dowex 

Lewatit 

Ionac 

Zeocarb 

Duolite 


ligado» a copolímero» 

f 

CG-120 

50W 

S-100 

C - 240 

225 

020 


de estireno-drvinilbenzeno 


1R-69 



C * 250 


0225 




IR-124 






Ácido fraco 

Grupo» de ácido carboxílico 

-CH-COON»* 

Ambcriite 

Dowex 

Lewatit 

Ionac 

Zeocarb 

Duolite 


ligado» a copolímero» 


OG-50 

CCR-1 

CNO 

CC 

226 

C-443 


de ácido metacrilico 


IRP-64 

MWCM 


CCN 


C-464 


e divinilbenzeno 


1RC-84 






Base forte 

Grupo» de amónio quaternário 

0 -CH 2 N + (CH) 3 a' 

Ambcriite 

Dowex 

Lewatit 

Ionac 

Zerolil FF 

Duolite 


ligado» a copolímero» 


CG -400 

1 

M-500 

A-540 

Permutit 

A 104 


do estirenodfvinilbenzeno 


IRA -401 


M-5020 

A- 440 

S-l 

A 101D 




IRA -4 20 


M-S060 

A-546 


A-109 

Base fraca 

Grupo» de polialquiamina 

0 -N + HR 2 Q' 

Ambcriite 

Dowex 

Lewatit 

Ionac 

Zerolil G 

Duolite 


ligado» a copolímero» 


1R-45 

3 

MIH 

A-375 


A -6 


de estirenodfvinilbenzeno 



WGR 


A -260 


A-4F 









A-340 


Fabricante»* - Ambcriite: Rohm A Hast/TosoHaas, EUA 

Dowex: Dow Chemical Co., EUA 

Lewatit: Pbarbenfabriken Bayer, RFA 

Ionac; Ionac Chemical Co., EUA 

Zeocarb, Zerolil e Permutit: Permutit Co., Inglaterra 

Duolite: Diamond AJkali Co., EUA 


Tabela V-2 



Exemplos de alguns tipos de trocadores baseados em polímeros naturais 


Tipo 

Sigla 

Denominação 

Estrutura 

Matriz 

Exemplo 

Fabricante 

Ácido forte 

SP 

Sulfopropil 

-CH2-CH2-CH2-S03'H + 

De xl ra no 

SP-Scphadcx 

Pharmacia 

Acido fraco 

CM 

Carboximetii 

•CH2-COO'H + 

De xl ra no 
Celulose 

CM-Sephadex 

Cellex-CM 

Pharmacia 

B»o-Rad 

Base forte 

OAE 

Dietil- (2-hidro- 
xipropil) aminoeül 

•C2H4-N + (C2H5)2CH2CHOHCH3CI' 

Dextrano 

Celulose 

QAE-Sephadcx 

Cellex-QAE 

Pharmacn 

Bio-Rad 

Base 

intermediária 


Dimetilaminoetil 
e dimeülamino 
hidroxietil 

-CH2-N(CH3)2 e 
-CH 2 -N + (CH3)2C2H40Ha' 

Epoxjpoliaroina 

Bio-Rex 5 

B»o Rad 

Base fraca 

DEAE 

Dietilaminoetil 

-CH2-CH2-N + -(C2H5)20H' 

t 

H* 

Dextra no 

Agarose 

Agaro»e 

Celulose 

Celulo»e 

DEAE-Sephadex 
DEAE-Sepbarose 
DEAE-BioGel A 

DEAE-Sepbacel 

Cellex-D 

Pharmacia 

Pharmacia 

Bio-Rad 

Pharmacia 

B*o-Rad 


ECTEOLA 

Trietanolaroina 
e outras aminas 

-CH2-N + (C2H40H)30H' 

e outro» 

Celulose 

Ollei-E 

BtoRsd 


ligado à celulose 

através de cadeias poligiicóis 
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5. PROPRIEDADES DE TROCADORES IÔNICOS 


5.1. Capacidade 


De uma maneira geral, a capacidade de um trocador é uma medida da quantidade de troca de íons 
que pode ocorrer entre a matriz e os íons presentes na fase móvel. 

A capacidade total é a quantidade de grupos carregados, ou potencialmente carregados, que podem 


ser trocados por grama de peso seco do trocador. A capacidade total é expressa em meq/g ou meq/100 mL 
de supensão da resina, sendo determinada por titulação. 

A capacidade disponível é a capacidade real do trocador sob determinadas condições. Ela é 
dependente de vários fatores, entre os quais temos a força iônica, o pH e a temperatura do eluente. 


algu 


quantidade 


ontagem da coluna por cromatografia. Todavia, a capacidade real só poderá ser obtida nas condições de 
operação da coluna cromatográfica sendo particularizada à cada aplicação. 


Tabela V-3 


Capacidade de alguns trocadores iônicos 


Trocador 


Dowex 50 X-8 

Amberlite IR-120 
SP-Sephadex C-25 

Amberlite IRC-84 

CM-Sephadex C-25 

CM-Sepharose CL-6B 

CM-Ccliex 

Dowex 1 

Amberlite IRA 400 
QAE-Sephadex A-25 
Dowex 3 X-4 
Amberlite IRA 45 
DEAE-Sephadex A-25 
DEAE-Sepharose CL-6B 
DEAE-Sephacel 


CellexD 


Tipo 


ácido forte 

ácido forte 
ácido forte 

ácido fraco 

ácido fraco 

ácido fraco 

ácido fraco 

base forte 

base forte 

base forte 

base forte 

base forte 

base forte 

base fraca 

base fraca 


base fraca 


Capacidade total 
meq/g a 

5,1 


2,3 ± 0,3 


4,5 ± 0,5 


0,7 ± 0,1 
3,2 


3,0 ± 0,4 

2,8 


3,5 ± 0,5 


1,4 ± 0,1 


meq/100mL 

170 

190 
30 

400 

56 

12 


140 

140 

50 

190 

190 

50 

15 

17,1 



a: Valor obtido por titulação c referente à quantidade total de «niliequivalentes em relação ao peso seco do trocador usado na 

determinação. 

b: Valor obtido tomando por base 100 mL da suspensão do trocador. 
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5.2. Seletividade 


O conhecimento da seletividade de um trocador é muito importante para o seu emprego. Embora este 
fator dependa muito das condições de operação da coluna, pode-se destacar que: 

a. a seletividade de um trocador aumenta com o incremento do grau das ligações cruzadas da matriz. 


b 


c 


carga elevada são ligados mais fortemente ao trocador que íons de baixa carga 


esmas concentrações. 


carga, porém co 


tamanhos 


solução 


afinidade 


Este 


hidratação, sendo que a afinidade diminui com 


poder de polarização do íon e 
ento do raio do íon hidratado. 


Com base nos itens b e c, pode-se classificar os cátions na seguinte ordem decrescente, quanto ao grau 
de afinidade em um trocador catiônico fortemente ácido. 

Th 4+ > Fe 3 + > Al 3+ > Ba 2+ > Pb 2 + > Sr 2+ > Ca 2+ > Co 2+ > Ni 2+ > Cu 2+ > Zn 2+ > 
Mg 2+ > Mn 2+ > Ag + > Cs + > Be 2+ > Rb + > Cd 2+ > N^ + > K + >Na + >H + > Li + > 
Hg 2 + 


E para ânions, a seguinte ordem: 

SO 2 " > OO4 > citrato 3 ' > tartarato 2 ’ > NO3’ > AsO^' > PO^ > MoO 2 > acetato > I > 

Br‘ > Cf > OH' > F ' 

Todavia, em altas concentrações a ordem de afinidade pode ser bem diferente, sendo o efeito da 
valência diminuído, às vezes até invertido. O mesmo fenômeno pode ser produzido por temperaturas altas 

ou por mudança da fase móvel. 

Para uma medida quantitativa da seletividade de um trocador consideraremos o equilíbrio: 

M + + R-H ~ » H + + R-M 

onde R-H é o trocador protonado e R-M o trocador ligado ao íon M . Nesta situação, pode-se escrever: 

aH + x aR-M 

K d = z 

aM + x aR-H 


onde a é atividade das formas indicadas e Kd o coeficiente de distribuição. 


Em geral, quanto mais alto o valor do coeficiente de distribuição mais fortemente o íon interage com 
o trocador. O coeficiente de distribuição é uma função de muitos parâmetros experimentais como pH, carga 
iônica, porosidade do trocador, força iônica, tipo de solvente utilizado e temperatura. As idéias aqui expostas 
servem apenas como guia para iniciar as operações de uma coluna trocadora de íons. Em resumo, o trocador 
iônico prefere: 


a. os íons que têm alta carga; 

b. os íons que têm pequeno tamanho (solvatado); 

c. íons altamente polarizáveis; 

d. íons que têm fracas interações com a fase móvel. 
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6. FATORES QUE INFLUENCIAM A CROMATOGRAFIA POR TROCA IÔNICA 


6.1. A escolha do trocador iônico 




A escolha de um trocador iônico deve ser orientada em função da finalidade a que se destina. As colunas 
cromatográficas utilizadas em técnicas preparativas apresentam maior secção transversal que aquelas 
utilizadas em técnicas analíticas. Além disso, em geral, os trocadores iônicos usados em cromatografia 
preparativa apresentam poros maiores, com partículas trocadoras também maiores (150 - 300/i m), que 
facilitam a vazão, tendo, portanto, grande capacidade. 

Os trocadores iônicos utilizados em cromatografia analítica, em geral, apresentam poros menores com 
partículas trocadoras menores (40 - 75 /im) tendo, em geral, menor capacidade mas alta resolução. A 
utilização de colunas com pequena secção transversal implica em picos mais altos e mais estreitos, 
aumentando a sensibilidade de forma independente do método de detecção utilizado, causando, no entanto, 

maior resistência à vazão. 


A porosidade de um trocador iônico não altera o mecanismo de ligação dos íons presentes na fase 
móvel, mas influencia na sua capacidade, pois impede o acesso de moléculas maiores a grupos trocadores 

nos poros interiores da matriz. 


Conhecendo-se o material a ser separado, com finalidade analítica ou preparativa, escolhe-se o 
trocador conveniente (aniônico ou catiônico) com base nas suas propriedades ácido-bases. 


6.2. A seleção da fase móvel 

A fase móvel pode ser constituída por soluções ácidas, básicas ou ainda por soluções tampões. Nestas, 
podem ser adicionados sais neutros ou solventes orgânicos, com a finalidade de se aumentar a seletividade 

para determinado propósito. 

% 

Quando a fase móvel é uma solução tampão, sua escolha é função do valor em que se pretende manter 
o pH. A faixa de boa capacidade tamponante está ao redor do pKa ( ± 1 ) do ácido conjugado empregado 
no preparo do tampão. Na literatura encontram-se vários tampões utilizados em cromatografia por troca 

sendo os mais comuns o fosfato, o borato, o Tris (Tri-hidroximetilaminometano), o citrato e o acetato. Em 
aplicações preparativas em que não se deseja obter resíduos salinos utiliza-se os tampões voláteis, como o 
acetato de piridina. A concentração dos tampões geralmente utilizados em cromatografia por troca iônica 
está na faixa de 1 x 10 3 M a 5 x 10 1 M, no entanto concentrações maiores também podem ser usadas. 

A adição de sais neutros, como o cloreto de sódio no tampão de eluição, aumenta a força iônica da fase 
móvel e, assim, se tem uma outra variável para modificar a afinidade do trocador iônico pelos materiais 
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usados como amostra; a diminuição de 2 a 3 °C na temperatura causa um apreciável aumento no pH. Além 
disso, as macromoléculas podem sofrer alterações consideráveis na sua conformação na faixa de temperatura 
45-50 °C, implicando em alterações no comportamento cromatográfico. 

Para propósitos bioquímicos preparativos, a cromatografia é freqüentemente realizada a baixa 
temperatura (ao redor de 4°C) para prevenir a desnaturação de macromoléculas termolábeis como as 
proteínas. Neste caso, o tratamento prévio do trocador iônico, a montagem da coluna, bem como a regulação 
da vazao devem ser feitos na temperatura de operação da coluna. Por outro lado, para propósitos bioquímicos 
analíticos, as colunas de troca iônica são mantidas em temperaturas entre 50-60° C como nos analisadores 
de aminoácidos. 

Como anteriormente mencionado, a temperatura ideal de operação de uma coluna cromatográfica de 
troca iônica deve ser determinada praticamente, observando-se a forma e simetria dos picos, tendo em conta 
a estabilidade da amostra, da matriz do trocador e as alterações possíveis de pH e de força iônica. 


63. A amostra 

A quantidade de amostra a ser aplicada em um trocador iônico depende de sua capacidade. Em geral, 
a quantidade aplicada está na faixa de 1-5% da capacidade total do trocador. Excesso de material implica 
em perda na resolução e enquanto quantidades muito pequenas podem levar dificuldades na quantificação. 

O volume em que deve estar a amostra, respeitada a capacidade total do trocador, deve ser entre 1-5% 
do volume total do trocador. Em cálculo aproximado, o volume do trocador pode ser calculado com base no 

diâmetro interno da coluna e na sua altura. 

Para exemplificar, considere uma coluna de SP-Sephadex C-25 de 20 x 4,0 cm. Conforme informação 
dg fabricante a capacidade total deste trocador é de 30 meq/100 mL em força iônica de 0,1. 

Assim temos: 

a. volume da coluna: Jt r^ a = 3,14 x (4,0 / 2) x 20 = 251 cm 

b. capacidade total do trocador em 250 mL = 30 x 2,5 = 75 meq 

c. quantidade máxima de amostra = 5% de 75 = 3,75 meq 

d. volume máximo da amostra = 5% de 250 mL = 12,50 mL 

A amostra, se em maior volume que o indicado, deve ser concentrada por evaporação do solvente ou 
dialisada contra o tampão usado para preparar o trocador iônico. 
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7. ELUIÇÃO EM CROMATOG RAFIA POR TROCA IÔNICA 


A eluição da coluna de cromatografia pode ser feita usando o próprio tampão utilizado no preparo da 
coluna. Neste caso, a cromatografia é chamada de equilíbrio. Em geral, este tipo de cromatografia leva à 
separação mais lenta dos componentes do que aquela em que há troca de tampões, mas, às vezes, deve-se 
recorrer a este tipo de cromatografia para separar dois componentes que apresentam cargas semelhantes 
(por ex., aminoácidos de pontos isoelétricos próximos). A Figura V-10 ilustra este tipo de cromatografia. 



20 40 60 80 L00 120 140 160 

VOLUME DE ELUIÇÃO (mL) 


FIGURA V-10 Eluição hipotética dc uma coluna trocadora dc cátions com o mesmo tampão usado na preparação do trocador. A 

e B são substâncias anfóteras de pis diferentes. 

Outra possibilidade de eluição de uma coluna cromatográfica é por mudanças em fases discretas de 
pH ou de força iônica, ou ainda, de uma combinação destes fatores. A mudança de pH do tampão eluente 
em direção ao ponto isoelétrico de uma das substâncias-amostra causa a diminuição da carga-líquida, sendo 

ais facilmente eluída do trocador. A Figura V-ll mostra o perfil de eluição de uma cromatografia hipotética 
realizada por mudanças de pH por fases discretas. 


A força iônica pode ser variada para se obter a eluição mais lenta ou eluição mais 
Abaixando-se a força iônica a competição pelos grupos carregados do trocador é m 
são ligadas fortemente a ele. Aumentando-se a força iônica aumenta-se a competição 
entre o grupo trocador e as substâncias-amostra, que são assim eluídas. 


Tanto o pH como a força iônica podem ser variados de uma maneira contínua e constante com o uso 
de gradientes. Estes podem ser lineares, côncavos e convexos. Outros gradientes mais complexos podem ser 
obtidos com o uso de sistemas de bombeamento para gradientes ou pelo uso de bombas peristálticas 
adaptadas para esta finalidade. A Figura V-12 mostra esquema de três aparelhos para produzir gradientes 
lineares, côncavos e convexos para cromatografia de baixa pressão (BOCK e LING). 




pH OU FORÇA IONICA 




20 40 60 80 100 120 140 160 


VOLUME DE ELUICÃO (mL) 


FIGURA V-ll 


FJuição hipotética de uma coluna trocadora de cátions por mudanças discretas de pH. A seta indica a troca do 
tampão eluente. A e B são substâncias anfóteras de pis diferentes. 



VOLUME DE ELUIÇAO (mL) 


FIGURA V-12 Aparelhos simples para a produção de gradientes lineares, côncavos e convexos. No reservatório 2 dos aparelhos 

temos a presença de agitador para homogenização da mistura de dois tampões dc diferentes pl Is ou de mesmo pi 1 
e força iônica diferente. 


A forma do gradiente também varia em função do volume de tampão eluente utilizado. O aumento de 
volume leva a uma diminuição da inclinação da curva do gradiente, o que resulta em um aumento na 
resolução. A Figura V-13 ilustra este fato, utilizando um gradiente linear a um determinado volume, ao dobro 

deste volume e ao quádruplo do primeiro volume (por ex., 100 mL, 200 mL e 400 mL). 
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CONCENTRAÇÃO SALINA NO EFLUNTE 


FIGURA V-13 Ffcito do volume dos tampões de um gradiente linear na resolução. A e B são substâncias a serem separadas, sendo 

que A responde à mudança de inclinação do gradiente. Y é a concentração do tampão no reservatório 1 c 10Y é a 

concentração no tampão no reservatório 2. 


8. APLICAÇÕES 


A cromatografia por troca iônica apresenta muitas aplicações analíticas e preparativas, tanto em 
pesquisa, como nas indústrias. 

A desionização da água e de muitos licores açucarados de frutos, bem como a despigmentação destes 
são as aplicações mais rotineiras da cromatografia por troca iônica, sendo produzidas resinas específicas 
para tais finalidades. 

Em química analítica este tipo de cromatografia é usado na análise de elementos, geralmentc 
complexados, na análise de íons ou na sua eliminação quando estes interferem na dosagem de uma 
determinada substância ou ainda na separação de misturas de compostos carregados. 

Na literatura encontram-se vários trabalhos de separação de metais usando resinas com matriz de 

poliestireno-divinilbenzeno. 

Muitos metais de transição formam complexos aniônicos com o cloro em meio de ácido clorídrico. É 
possível controlar o processo de formação destes complexos, pois o equilíbrio é dependente da concentração 
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cio Acido clorídrico. Dependendo do metal, a carga é modificada, o que permite a diferença de afinidade na 
ligaçao com o trocador iônico c, cm conseqüência, as separações: 



Um exemplo clássico 6 a separação do níquel, manganês, cobalto, cobre, ferro e zinco, utilizando-se 


(KRAUS 


A f igura V-14 ilustra esta separação. A eluição começa com ácido clorídrico concentrado (12 M). O íon 


níquel tem baixa tendência em formar 


manganês 


a uma concentração de ácido clorídrico igual a 6 M, o cobalto a 4 M, o cobre a 2,5 M, o ferro a 0,5 M e o 
zinco a 0,005 M. 



O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 


VOLUME, mL 


f'IG URA V-14 Separação de metais de transição (Mn a Zn) a concentrações variáveis de HCt. Coluna de Dowex 1 de 26 x 0,29 cm 

operada a uma vazão de 30 mL/hora. Concentração de HCl: 1 = 12M; 2 = 6M; 3 = 4M; 4 = 2,5M; 5 = 0,5M; 6 

= 0,005M. 

A separação dos lantanídeos em uma coluna trocadora catiônica, eluída por tampões citrato, é um 
outro exemplo de separação de elementos que envolve complexação e mudança dos raios iônicos 
(KETELLE e BOYD). 

Atualmente, com a elaboração de resinas trocadoras de partículas de pequeno diâmetro, com alta 
resolução e que podem suportar altas pressões, aliada a técnicas de detecção muito sensíveis, tem ampliado 
muito o campo de aplicação da cromatografia por troca iônica. Um exemplo é a determinação dos produtos 
de decomposição de elementos radioativos de meia-vida de poucos minutos (HORWITZ e col.). 

No campo de estudo bioquímico e/ou biomédico este tipo de cromatografia tem sido aplicada 
freqüentemente, tanto com objetivos preparativos ou analíticos. 
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ABSORV ANCIA 


Na preparação e purificação de macromoléculas, a cromatografia por troca iônica tem um destaque 
especial, sendo raros os processos de purificação que não a utilizam. Uma interessante aplicação da 
cromatografia por troca ionica é na separação de isoenzimas. As isoenzimas tem massas moleculares 
próximas, sendo portanto a separação baseada em processos de diferença de carga elétrica que são , às vezes, 

pequenas (FLETCHER e col.). 

A separação de drogas e seus metabolitos tem sido outro interessante exemplo de aplicação da 
cromatografia por troca iônica (SNYDER e KJRKJLAND). 

A cromatografia por troca iônica tem sido intensamente utilizada em autoanalisadores de aminoácidos. 
O trabalho pioneiro de SPACKMAN, STEIN e MOORE em 1958, no Rockefeller Institute Nova York, 
conseguiu um esquema funcional de separação de aminoácidos, utilizando-se duas colunas de cromatografia, 
uma para aminoácidos neutros e ácidos e outra para aminoácidos básicos. O reconhecimento do aminoácido 
em uma análise é feito pela sua posição de eluição e a sua quantificação é feita com base na altura do pico 
(picos finos) ou área de pico (picos mais largos). Atualmente, utiliza-se uma única coluna de cromatografia 
e técnicas de detecção muito sensíveis, o que permite uma análise rápida na faixa dos nanomoles ou 

picomoles. 

A Figura V-15 mostra a separação de uma mistura de aminoácidos padrões encontrados nos 
hidrolisados de proteínas (MURREN e col). 



TEMPO ( min.) 


FIGURA V-15 


Separação de aminoácidos protéicos utilizando uma coluna (35 x 0,26 cm) com partículas de 7 /Tm c eluída a 9,6 
mL/h com gradiente de pll produzido por tampões citrato-borato. Amostra 1: ác. aspártico; 2: treonina; 3: serina; 


4: ác. glutâmico; 5: prolina; 6: glicina; 7: alanina; 8: cisteína; 9: valina; 10: nietionina; 11: isoleucina; 12: leucina; 13: 
norleucina; 14: tirosina; 15: fenilalanina; 16: histidina; 17: triptofano; 18: lisina; 19: amónia; 20: arginina. 
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() tempo ele análise é inferior a uma hora sendo utilizada uma coluna contendo uma resina eoro 
partículas de 7/r m (Uank Hilger) e eluída com um gradiente de pH produzido com tampões citrato-borato 
a uma vazão de 9,6 rnL/h a 60 °C. Nestas condições a pressão da coluna alcança a faixa de 20 a 30 bar. 

() autoanalisador tem sido também utilizado para a determinação de hormômo-peptídeos como a 
angiotensina I, a angiotensina II, a bradicinina, o LH-RH e outros ( GREENE e col., SPADARO e col.). A 
Figura V~I6 mostra a separação da angiotensina I, a angiotensina II e alguns peptídeos e aminoácidos 
relativos, obtida em um autoanalisador. A coluna de 15x0,9 cm, contendo AminexA-5, foi eluída com tampão 
citrato a um vazão de 60 niL/h. 

Atualmente , muitas destas aplicações são realizadas através da utilização de CLAE, empregando-se 
resinas compatíveis com esta técnica de separação. 
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FIGURA V-16 Separação de angiotensina I, angiotensina II e alguns peptídeos c aminoácidos relacionados, a: ação de uma enzima 

na angiotensina I, resultando em dois fragmentos peptídicos, que podem ser identificados pelo cromatograma 
padrão, b: A-I: angiotensina I, A-II: angiotensina II. 
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1. INTRODUÇÃO 


A cromatografia por exclusão promove uma seletiva e dinâmica distribuição das moléculas do soluto 
entroduas fases líquidas separadas, e dependentes de uma estrutura estacionária contendo poros de tamanho 
controlado. Entre outros usos, quando aplicada a uma série homóloga de polímeros como, por exemplo, 
proteínas, tendo densidade e formas semelhantes, pode fornecer um método rápido e útil de determinar a„ 
massa molecular e a forma destas macromoléculas. Este tipo de cromatografia é também conhecido corn os, 
nomes de filtração em gel, permeação em gel, ou cromatografia em peneira molecular de difusão restrita. 
Neste capítulo será usado o termo cromatografia por exclusão, de acordo com o indicado no Capítulo I. 

A cromatografia por exclusão tem propriedades desejáveis, tais como: simplicidade técnica, 
insensibilidade a solventes e temperatura, condições amenas e versatilidade pois é possível separar 
substâncias com massas moleculares abaixo de 1000 ou de vários milhões, variando a matriz do gel. 


A propriedade que distingue a cromatografia por exclusão, introduzida mais ou menos em 1960, de 
outros tipos de cromatografia é que o recheio ou gel é constituído de macromoléculas que. têm ligações 
cruzadas, com afinidade pelos solventes, mas que neles são insolúveis. As partículas estacionárias compõem 
um gel, não carregado, inchado com o mesmo líquido que carrega as substâncias a serem separadas. 


O espaço-cntre as partículas é ocupado pelo líquido que flui pelo material levando, ou não, as 
substâncias a serem separadas. O caráter da fase estacionária controla o movimento das substâncias, variando 
suas velocidades e assim promovendo a separação, 


A distribuição das substâncias entre a fase móvel e a fase estacionária contendo líquido afeta a 
velocidade. Uma molécula dentro da fase estacionária não se move na direção do fluxo líquido, pois este se 
dá entre as partículas; não há fluxo maciço de líquido através das partículas. A velocidade de passagem do 
soluto pelo recheio depende do tempo médio que as moléculas passam no líquido dentro do gel. 

De modo geral, existe uma correlação entre o volume no qual a substância é eluída e seu tamanho 
molecular ou sua massa molecular. O modelo simples de FLODIN para cromatografia por exclusão explica 
esta relação; segundo ele, a distribuição líquido-gel depende de efeitos estéricos; a partícula (estacionária) 
com suas ligações cruzadas ocupa um espaço grande e intrincado ao qual só têm acesso moléculas pequenas 
fazendo com que haja uma distribuição homogênea entre o líquido e o gel. Para moléculas maiores este 
acesso é muito mais difícil e a distribuição é favorecida em relação ao líquido. Isto induz moléculas grandes 
a emergir da coluna mais cedo do que as pequenas (Figura VI- 1 ) 
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FIGURA VI -1 


Representação gráfica do princípio de cromatografia por exciusáo. 



2. CONCEITOS QUE CARACTERIZAM A CROMATOGRAFIA POR EXCLUSÃO 


Alguns conceitos devem ser discutidos mais profundamente para evitar erros e/ou ambigüidades. 


2.1. Fases 


Como descrito na introdução, em cromatografia por exclusão usa-se um suporte que não c realmente 
a fase estacionária; o gel ou similar apenas fornece os poros onde se dá o mecanismo de distribuição; esta 
distribuição é a do soluto entre a fase móvel dentro e fora dos poros. 

Assim devemos considerar: 

a. o volume da matriz do gel ou similar: V g ; 

b. o volume da fase móvel "estacionária", intra-gel, ou dentro dos poros: Vi (não confundir com Vs 
que é o volume da fase estacionária na teoria geral de cromatografia); 

c. volume intersticial ou volume da fase móvel fluindo entre as partículas do gel, fora dos poros: Vo; 

pode ser determinado por uma substância de alta massa molecular que não é retardada porque é 
completamente excluída pelo gel; 

d. volume total da coluna: V c = V 0 + Vj + V g ; 

e. volume total da fase móvel, Vt , inter e intrasticial, sem o volume do suporte: V» = V Q 4- Vj. 
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2.2. Eluição 


Eluição é a separação seqüencial ou concomitante de uma ou várias substâncias pela passagem de fase 
móvel adequada, que é o eluente. O sucesso do processo cromatográfico depende, entre outras coisas, do 
comportamento dos solutos e das características destes e da fase móvel dentro da coluna. 

A vazão do liquido através do recheio é medida em mL/min ou mlVs. Para efeito de comparação de 
experimentos é expressa por unidade da área da base da coluna cromatográfica, mL hr * cm ^ . A manutenção 
da vazão é feita por uma bomba ou pela diferença de nível entre a entrada e saída do líquido eluente; define-se 
então um parâmetro controlador que é a pressão operacional, aquela necessária para sobrepujar a resistência 
à vazão através do recheio. A montagem das colunas e reservatórios de eluentes pode ser feita obedecendo 
princípios simples de física; são obtidos assim condições variáveis de eluição sem extremos que possam afetar 
o gel. Discussão detalhada destes parâmetros foge ao escopo desta publicação, e poderá ser encontrada em 
literatura especializada. 

Durante uma separação cromatográfica, a concentração das substâncias separadas pode ser 
determinada no líquido por diferentes métodos. A relação entre a concentração da substância e o volume 
na qual ela é coletada pode ser determinada por projeção dos dados correspondentes; a relação caracteriza 
o comportamento dos diferentes solutos. Assim, Vr , o volume de retenção, é o volume de eluente, que 
carrega as moléculas da substância através da coluna. A medida deste volume pode ser feita de várias formas 
que serão vistas em alguns exemplos. 

A relação Vr /V 0 é o volume relativo de eluição com valores >1. O inverso, V 0 /VR,éo coeficiente 
de retenção ou mobilidade relativa. A medida de Vr é dada por: 

Vr = Vo + Ko Vi 


onde Ko é o coeficiente de distribuição ou exclusão e é a relação entre as concentrações de soluto na fase 
estacionária (líquido intrasticial) e a fase móvel (líquido intersticial). 


razao 


ou não nos poros percorrem a coluna. 



tR-to Vr-V 0 



1 - R 
R 


onde R, a mobilidade relativa, é determinada por: 


R = Vo/Vr. 


Assim, 



onde é a razão das fases, V Q / Vj . 


O coeficiente de distribuição, Ko , pode ser caracterizado de várias maneiras: 
a. A fase estacionária é só o líquido embebido no gel, então: 



Vr-Vo 



b. 


Se toda fase de gel necessita ser considerada a fase estacionária, porque é difícil medir Vj , a 


constante de distribuição é Kav, e é expressa: 


Kav 


Vr-Vo 

V,-V 0 


Vr-Vo 

Vi + v g 


Vr-Vo 

V 
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onde V 


V e + Vi . 
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Verifica-se na prática que para uma série ele compostos com moléculas de formas e densidades 
similares, existe uma relação sigmóide entre os valores de Kav e o logaritmo de suas massas moleculares (log 

r»w\ ^ i ... - > u . • „ #tí k on\ às vr//.e s chamadas 


3iuiiunc5, cxiísie uma reiaçao sigmoiue cnire os vaiuiw ^ v, 

PM). Curvas de calibração construídas desta maneira para um tipo específico de gel são às vezes cha 

curvas de seletividade; estas demonstram que em um intervalo razoável existe uma relação linear entre Kav 


PM aue é de erande utilidade ( Fienra VI 


^ i u \ 

Pela retenção do soluto na fase estacionária, cada zona se movimenta com uma velocidade 
característica, a mobilidade relativa, que 6 uma fração R da vazão F c da fase móvel. Assim, a velocidade de 
zona é R x Fc . O R varia para o soluto e a coluna; R também é a probabilidade da molécula estar na fase 
móvel. Apesar da zona parecer migrar em conjunto, no nível molecular, o processo se dá cm etapas, cada 
molécula de soluto se movimenta em uma scqüência de parada-movimento. Cada vez que a molécula sc a íxa 
na fase estacionária seu movimento se interrompe. Assim, a velocidade de migração de uma simples mo écu a 
depende da fração média de tempo que ela permanece na fase móvel. Se as moléculas gastam uma fração R 
de seu tempo na fase móvel, as moléculas, e portanto, a zona sc movem com a mesma velocidade, R x F c . 
Isso significa a mobilidade relativa em termos moleculares. A zona cromatografica contém grande número 
de moléculas; a fração média de tempo que cada molécula fica na fase móvel é proporcional ao número tola 
de moléculas nesta fase. Inversamente, a fração média de tempo gasto por cada molécula na fase estacionária 
(que é 1 - R) é também proporcional ao número de moléculas nesta fase. 
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FIGURA VI-2 Relação entre massa molecular e tempos de retenção em cromatografia por exclusão. Alguns parâmetros que 

caracterizam as posições de eluição. 
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23. Espalhamento da zona e resolução 


O sucesso de um processo cromatográfico depende não só da eficiência como da resolução. Imagine 

o seguinte experimento: 

Uma coluna contendo um recheio com um detector de soluto (por ex., um espectrofotômetro) no 
começo e no fim da coluna. O detector mede a concentração do soluto que é registrada. No tempo 0 injeta-se 
uma quantidade de soluto (1 g/mL). O detector no começo da coluna dará uma resposta rápida, não 
espalhada. Em seguida, passa-se à fase móvel pura; após a passagem de certo volume, o detector da saída 
começa a indicar o soluto e o traçado obtido tem a forma de sino. O volume de eluição, Vr , é medido a 
partir da metade da resposta rápida da entrada da coluna até a mesma posição do pico no traçado de saída. 

Se o soluto tivesse um coeficiente de distribuição igual a zero, então, Vr = Vo . A eluição do soluto 
se dando na forma de sino, indica que a zona se espalhou e se tornou diluída na passagem através da coluna. 
Esse fenômeno é chamado espalhamento de zona, e é de importância em cromatografia. Para entender-se 
isso considere o seguinte exemplo numérico: uma coluna ou "prato" tem diâmetro de 1,0 cm e altura de 0,76 
cm. O volume total é 0,6 mL. Vamos cromatografar uma amostra de soluto puro, cujo coeficiente de partição, 
Ko , é 0,5. O soluto, 1 g em 0,4 mL, é introduzido na coluna. Após um equilíbrio 0,67 g ficarão na fase móvel 
e 0,33 g na fase estacionária. Note que, apesar da concentração do soluto na fase móvel ser somente metade 
da fase estacionária, o volume da fase móvel é 4 vezes maior do que o da fase estacionária. Conseqüentemente, 
a quantidade de soluto é o dobro. Se rapidamente introduzirmos 0,4 mL de solvente puro, todo o soluto da 
fase móvel é eluído deixando 0,33 g do soluto no "prato" em questão. Após novo equilíbrio, teremos 0,22 g 
na fase móvel e 0,11 g na fase estacionária; em uma sucessiva eluição com 0,4 mL de solvente, 0,22 g seriam 
removidos, ou seja, após cada eluição de 0,4 mL, 2/3 do soluto é eluído. 

Imaginando um grande número de tais "pratos" colocados um sobre os outros, o soluto emergirá de um 
e entrará no outro sucessivamente. Assim, se considerarmos a injeção de 0,4 mL de solvente como uma 
transferência (transfere todo o soluto da fase móvel de um prato a outro) e calcularmos a quantidade total 
de soluto em cada fase depois de várias transferências, os valores projetados mostram que a zona 
cromatográfica, inicialmente confinada a um prato, se espalha à medida que migra para outros pratos e o 
perfil cromatográfico através da zona desenvolve uma forma de sino que de fato é uma curva de erros normal 
ou Gaussiana (Figura VI-3). O desvio padrão, Y, da curva de Gauss, é aproximadamente um quarto da largura 
total da zona cromatográfica, descrita pelo sino, isto é, wb = 4Y . Por sua vez, wb é diretamente proporcional 
a L, ou seja, a raiz quadrada do comprimento da coluna através da qual a zona atravessa. Entretanto, a 
distância entre os centros de zonas adjacentes, AZ, é diretamente proporcional ao comprimento da coluna, 
L, isto é: 

Y a \/~L e AZ a L 
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FIGURA VI-3 Espalhamento de zona, considerando que uma coluna cromatográfica é um conjunto de estruturas (pratos) 


justapostas e que o processo de separação pressupõe uma série de equilíbrios e transferências. O algoritmo acima 


dos picos indica o número de transferências. 


Assim, a separação das zonas ocorre mais rapidamente do que o espalhamento da zona. Este fato leva 


à conclusão que, mesmo com valores de R ligeiramente diferentes, qualquer par de solutos pode ser separado 


em qualquer coluna cromatográfica, contanto que esta seja suficientemente longa. Grandes diferenças nos 


valores de R podem encurtar o comprimento da coluna. 


A resolução, R s , é expressa pela relação: 


R 


AZ 


AVr, 


4Y 


Wb 


e é igual ou menor que 1 quando dois solutos são quase inseparáveis. Ela depende de muitos fatores, incluindo 


o volume da amostra, velocidade de eluição, altura, área e qualidade do recheio da coluna. 


O espalhamento de zona tem três causas: 


a. 


a cinética de adsorção-desorpção contribui significativamente para o espalhamento; 


b. a difusão molecular na direção do fluxo é apreciável em vazões baixas; 


c. a formação de canais e difusão turbilhonar são muitas vezes fatores significativos. 


Co 


a introdução destes conceitos, conclui-se que cromatografia por exclusão é um tipo de 


cromatografia por partição, exceto que a fase estacionária é quimicamente idêntica à fase móvel; o solvente 
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está associado a partículas porosas, que formam um gel. A retenção do soluto depende do seu tamanho. Se 
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a menor dimensão da molécula de soluto é maior do que o maior poro da partícula de gel, o soluto é 

completamente excluído da fase estacionária, K 0 = OeR = 1. Se as moléculas de soluto são muito menores 

do que o diâmetro dos poros, a concentração de soluto nas fases móveis e estacionárias são iguais ou Ko = 

1. Portanto, cromatografia por exclusão é diferente das outras formas , porque nesta o Ko só pode variar de 
zero a unidade. 


muito usados em cromatografia 


A retenção de água é a quantidade de água retida pelo gel ao inchar. Deve-se ressaltar que não inclui 
o solvente entre as partículas e é expressa em mL/g de gel seco. 

O limite de exclusão é a massa molecular da menor molécula que é incapaz de penetrar qualquer dos 
poros da matriz. 

O intervalo de fracionamento se extende da massa molecular do soluto que é eluído em volume perto 
do total do recheio, isto é, Ko s = 1 e Vr 2 V c - V g s V 0 + Vj até a massa molecular do soluto, que é 
completamente excluído do gel, isto é, Ko = Oe Vr = V 0 . 

O tamanho da partícula influencia o grau de alargamento da zona de eluição, a resolução, a diluição e 
a vazão que pode ser obtida. Partículas grandes de gel permitem uma alta vazão, mas resolução limitada. 
Pequenas partículas diminuem a vazão, especialmente quando os poros são grandes, mas permitem alta 
resolução. Conseqüentemente, partículas de tamanhos intermediários, como malha de 100 a 200, são 
geralmente empregadas. Para cada produto existe uma combinação adequada para o tamanho dos poros, 
limite de exclusão, ganho em água e vazão. 


3. RECHEIOS USADOS EM CROMATOGRAFIA POR EXCLUSÃO 


3.1. Características da fase estacionária 


O termo "gel" infere material elástico, contendo água. Em termos técnicos é uma estrutura 
tridimencional cuia estabilidade mecânica é dada pelo material contendo ligações cruzadas. Os espaços não 
ocupados pelo material contêm líquido. Muitas substâncias naturais podem formar géis: polissacarídcos de 
frutas e raízes, proteínas, silicatos inorgânicos e fosfatos. A combinação adequada deste com um formador 
de ligações cruzadas pode dar um gel em presença de solvente compatível. Quando o líquido é retirado 
(secagem) e/ou adicionado de novo, nem sempre o gel volta ao seu estado inicial. 

A microestrutura do gel pode ser homogênea ou heterogênea. No primeiro caso, o gel tem 
propriedades que indicam uma distribuição homogênea de matriz através do corpo do gel. Estes géis são 
usualmente mais moles, e podem perder ou absorver o líquido e permitem a entrada de moléculas de pequeno 
peso molecular. Os géis de estrutura não homogênea têm regiões de grande concentração de matriz e outras 
quase vazias; esta estrutura com espaços grandes permite a entrada de moléculas maiores. 

Um gel adequado à cromatografia precisa ter algumas características, indicadas a seguir. 
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3.1.1. Inércia Química 


Uma interação química entre a matriz e o soluto pode levar a uma ligação irrevers ve en re os 1 
íaturação de substâncias lábeis. Em bioquímica esta última possibilidade é muito comum. 

Interações fracas e reversíveis entre o soluto e a matriz originam volumes de retenção maiores q 
ados, levando em consideração a massa molecular das substâncias a serem separa as. ^ , 

ím geral, não causará desvios apreciáveis e em alguns casos pode até melhorar a sepa Ç' 


3.1.2. Estabilidade 


O gel deve suportar uso contínuo quando 



antido em 


condições brandas de pH e temperatura. 


3.1.3. Baixo teor de íons 

Grupos carregados interferem no rendimento de baixas concentrações de espécies " 
cromatografadas e produzem picos assimétricos, especialmente se a cromatografia for feita em ba ç 

iônica. 


3.2. Natureza química do gel 


O gel quimicamente definido, de modo geral, deve permitir variações para o fracionamento cm 
diferentes intervalos de massa molecular. Para os microrreticulares o intervalo de fracionamento 6 
determinado pelo inchamento que, por sua vez, depende da quantidade maior ou menor de matriz. Variando 
o conteúdo da matriz de 50% a 5% (p/v) em água, o limite de exclusão varia de massa molecular 1000 a 
500000. Para géis macrorretiçulares, a estrutura do gel também é importante. Eles podem ser fabricados com 
a mesma quantidade de matriz mas com propriedades variáveis. 


33. Natureza física do gel 


O gel deve conter partículas de tamanho e distribuição controlados. Partículas pequenas dão melhor 
resolução e eficiência. O aumento do tamanho das partículas resulta em espalhamento da zona. De outro 
lado, a resistência ao fluxo é maior em uma coluna com partículas pequenas. Para isso deve-se associar as 
melhores condições de fluxo à melhor resistência e estabelecer condições médias. Não é possível obter 
material totalmente homogêneo quanto ao tamanho de partículas, mas a distribuição deve ser a mais estreita 
possível. Em situações especiais é possível melhorar a distribuição dos materiais do comércio com 
procedimentos seletivos. De maneira geral os géis são fabricados na forma de pérolas que facilitam o fluxo. 

O gel deve ter rigidez mecânica para não ser deformado pelas forças causadas pelo fluxo do líquido 
através da coluna. Géis com pequeno conteúdo de matriz e, portanto, alto limite de exclusão, tendem a ser 
mecanicamente fracos; isto limita o trabalho com substâncias de alta massa molecular. 
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3.4. Tipos de gel 


3.4.1. Géis dc dextrano (Sephadex) 


Este tino foi um dos nrimeiros estudados 


tem manpdo a sua liderança inicial. É um polissacarídeo com unidades de glicose, obtido por fermentação 
de sacarose. As ligações são do tipo a -1-6 e as ramificações podem variar entre 1-2, 1-3 e 1-4 ( Figura VJ-4). 
Apesar dos dextranos serem solúveis em água, o tratamento com substâncias que produzem ligações cruzadas 
nas cadeias polissacarídicas fornece um material que, em contato com água, incha e produz um gel com 
estrutura tridimensional. O grau de inchamento é decorrente do índice de ligações cruzadas e das condições 
das reações cm que se formaram as ligações. 


O material fabricado por Pharmacia AB, Uppsala, Suécia, com nome de Sephadex, representa um 
marco na história da cromatografia. É um material muito estável quimicamente, apesar de conter ligações 
glicosídicas que são susceptíveis ao ataque ácido. Sephadex é vendido em oito tipos diferentes com vários 
graus dc ligações cruzadas c propriedades de entumescimento. Os diferentes tipos são caracterizados pela 
letra G seguida de um número que representa o número de mL de água absorvidos por lg do gel x 10 (por 
ex., G-50). Diferentes diâmetros de partícula para cada G-número se referem a partícula seca. Para o 
diâmetro de partícula entumescida deve-se levar em conta outros fatores. Relações entre massa molecular 
e propriedades de eluição foram inicialmente estabelecidas para géis de dextranos (Sephadex). O 
comportamento depende do tipo de substâncias. A Figura VI-2 mostra as relações quando se considera 
volume de retenção, Vr , versus log da massa molecular ou Kav versus massa molecular. Para fracionar 
proteínas com massa molecular acima de 10000 deve-se usar géis que absorvem 7,5 a 20 g de água ou seja 
entre Sephadex G-75 e Sephadex G-200. Para fracionamento de peptídeos e separações de grupo, como 
dcssalificação, deve-sc usar Sephadex G-10 a Sephadex G-50. 


3.4.2. Géis de poliacrilamida (Bio-Gel) 


O uso de poliacrilamida na forma de gel para cromatografia foi proposto em 1962. Acrilamida, 
H 2 C = CH-CO-NH 2 , é solúvel em água e insolúvel em solventes não polares. Este composto pode ser 
polimerizado com metileno-bis acrilamida, H 2 C = CH-CO-NH-CH 2 -NH-CO-CH = CH 2 , dando 
poliacrilamida com ligações cruzadas entre as cadeias. A mistura de reação pode ser induzida a formar um 
gel cujas propriedades cromatográficas e de retenção de água vão depender da quantidade de monômero 
presente e da proporção do formador de ligações cruzadas. Este produto é fabricado pela firma Bio-Rad 
Laboratories dos Estados Unidos e vendido como Bio-Gel e se apresenta na forma de pó seco com estrutura 
de pérolas. A matriz perde e ganha água espontaneamente; é inerte e sua ligação química sensível é o grupo 
amida que pode ser hidrolizada dando uma carboxila que introduziria algumas propriedades de troca iônica 
ao sistema. Entretanto, o fabriacante indica estabilidade entre pH 2 e 1 1. As matrizes Bio-Gel se caracterizam 
pela leira P, seguida de um número que indica limite de exclusão para o gel, considerando proteínas 
globulares ou peptídeos em unidades dc 1000. Para Bio-Gel P-300 haveria um limite de exclusão de 300000. 
As propriedades de fracionamento deste gel parecem ser semelhantes as do tipo Sephadex. Intervalos de 
fracionamento são semelhantes para tipos que apresentam o mesmo grau de absorção de água. Também são 
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de água) são tão "moles" que causam dificuldades técnicas. 
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FIGURA VI-4 Estrutura parcial de Sephadex. 


3.4.3. Géis de agar e agarose 

As propriedades cromatográficas do agar foram estudadas por POLSON em 1961. Elas demonstraram 
serem boas para alta massa molecular com a vantagem de estabilidade mecânica. Estas propriedades fazem 
com que os géis de agar sejam um complemento aos géis de dextrano e poliacrilamida. Géis de agar para as 
menores massas moleculares correspondem aproximadamente aos dextranos e poliacrilamidas que 
fracionam as maiores massas moleculares. De outro lado, géis de agar fracionam no limite entre moléculas 
e partículas. Agar é obtido de algas e se constitui de polissacarídeos lineares de lactose e dioxy-L-galactose. 
É uma substância usada para inúmeros outros fins e métodos. As macromoléculas na matriz do gel não são 
ligadas entre si por ligações covalentes. Entretanto, somente ligações por pontes de hidrogênio não explicam 
a sua estabilidade frente a substâncias que interferem neste tipo de ligação. Considera-se que o tamanho dos 
poros do gel de agar e sua estabilidade sejam conseqüência da formação de microcristais. 
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Agar tem certo número de grupos carregados negativamente, sulfatos e/ou carboxilas. Por esta razao 
é preciso realizar os experimentos com alta força iônica para minimizar os efeitos de troca iônica no processo 
cromatográfico. Um componente do agar, agarose (Figura VT-5), pode ser separado e usado para a 
cromatografia sem o inconveniente acima. A fração contendo as cargas é denominada agaropectina e já em 
1956 se publicavam métodos para separá-la da agarose. Tanto agar como agarose, não tendo cadeias 
quimicamente ligadas, são menos estáveis quimicamente e sensíveis à temperatura. Ambos fundem acima 
de 50 C. Os géis são relativamente estáveis à uréia e não são afetados por acetona ou etanol. Não é^possível 
secar e re-hidratar estes géis; deve-se mantê-los como gel em condições onde não há contaminação 
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FIGURA VI-5 Estrutura parcial de agarose. Formação do gel de agarose. 


Existem quatro tipos de géis de agarose no mercado; Sagavac (Seravac Laboratories), Sepharose 

(Pharmacia), Gelarose (Titex) e Bio-Gel A (Bio-Rad Laboratories). Os mais usados são Sepharose e Bio-Gel 

A. O primeiro tem três faixas de fracionamento, 2B, 4B e 6B, que correspondem à porcentagem de material 

seco no gel. Sepharose é produzida em forma de pérolas com diâmetros dentro do intervalo, 45-200 fim 

(Figura VI -6). Para Bio-Gel A as especificações estão entre A-150 m a A-0,5 m contendo 1, 2, 4, 6, 8 e 10% 
de agarose no gel, respectivamente. 
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FIGURA VI -6 Estrutura parcial de Sepharose com as ligações entrecruzadas. 
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3.4.4. Outros géis 
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trouxe 


géis úteis para a separação de compostos de grande massa molecular porém mais resistentes pela presença 
de ligações cruzadas. Assim a firma Pharmacia sintetizou a Sepharose CL a partir de Sepharose com 2,3 
dibromopropanol em meio fortemente alcalino. O produto obtido, além de ter as propriedades do composto 
original tem maior estabilidade térmica e química. Radicais como sulfato que possam ter permanecido são 
eliminados por hidrólise alcalina em presença de borohidreto de sódio. 


Outro produto que de certa forma combina dextranos e poliacrilamida também foi produzido pela 

Pharmacia com o nome de Sephacryl. O gel é preparado pela reação entre alil-dextrano com 

N,N’-metile-nobisacrilamida e proporciona uma estrutura rígida com poros de tamanho controlado (Figura 

VI-7). Segundo o fabricante, o produto é estável quimicamente em pH 3 a 11 e pode ser autoclavada 
repetidamente a 120°C em pH 3 sem alteração da estrutura. 


Atualmente, a cromatografia por exclusão é capaz de operar com rapidez a altas pressões devido ao 
desenvolvimento de materiais com poros de tamanho determinado e resistência mecânica a altas pressões. 
Entre estes destacam-se os géis rígidos do tipo divinilbenzeno (Shodex), que podem ser utilizados para 
susbstâncias solúveis em solventes orgânicos ou na forma sulfonada para compostos solúveis em água. Este 
material se apresenta em vários tipos, cobrindo amplos intervalos de massa molecular. Combinando colunas 
de diferentes intervalos pode-se analisar amostras em uma ampla faixa de massas moleculares. 


108 


















FUGURA VI-7 Estrutura parcial de Sephacryl. 


4. EQUIPAMENTO PARA CROMATOGRAFIA POR EXCLUSÃO 


O equipamento necessário para cromatografia varia muito com as finalidades. Experimentos 
qualitativos para demostração ou em fases preliminares de pesquisa podem ser realizados com equipamento 
simples. Para situações onde o experimento deve ser cuidadosamente controlado requer-se uma montagem 
que pode custar altas somas mesmo com um mínimo de peças de equipamento. Faremos uma revisão do 
estritamente necessário sem esgotarmos as possibilidades. 
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4.1. Coluna cromatográfíca 


Qualquer tubo de vidro com diferentes diâmetros internos e/ou comprimento, com uma constricção 
uma das pontas, pode ser uma coluna cromatográfíca. O bloqueio da saída constrita pode ser feito de 
maneira temporária com lã de vidro, tela de nylon, com ou sem ajuda de areia ou gel de resina porosa ou 
bolinhas de vidro. O bloqueio permanente pode ser feito por torneira ou placa porosa de vidro. Nestes casos 
é muito difícil diminuir o tamanho da câmara pós-bloqueio que se torna uma câmara de mistura dos eluatos. 
Colunas mais avançadas podem ser adquiridas de várias fontes e apresentam recursos que não só facilitam 
o trabalho como permitem um ajuste fino do processo. Na maioria dos casos possuem pistões nas partes 
superior e inferior que facilitam a aplicação da amostra, operações de reciclagem e fluxo de baixo para cima, 
e facilidade de conexão com o eluente e capilar de saída. Além disto, permite um volume muito pequeno 
após a saída do material e proteção da superfície inferior e superior do gel. O material no qual a coluna é 
confeccionada deve ser inerte. 


4.2. Controle da vazão da fase móvel 


Para o controle por gravidade usa-se um frasco de Mariotte para manter a pressão de operação 
constante. Este sistema pode ser construído com um recipiente fechado na parte superior e com uma saída 
na parte inferior que será conectada à coluna. Um tubo aberto é colocado através do gargalo fechado do 
recipiente até uma determinada altura. A pressão do líquido na extremidade do tubo será então igual a 
pressão atmosférica externa. Em experimentos de precisão a vazão deve ser mantida por bombas peristálticas 
ou de pistão, sendo que as primeiras têm uso mais difundido. Variando o calibre dos tubos é possível obter 
várias vazões com uma bomba peristáltica. 


43. Registro das curvas de eluição 


O material eluído na cromatografia pode ser detectado por propriedades do soluto tanto existentes, 
como desenvolvidas por reações químicas. Estas propriedades podem ser caracterizadas pela absorbância, 
condutividade, índice de refração, fluorescência, etc. As medidas podem ser feitas manualmente em cada 
amostra ou por métodos automáticos, onde o eluente da coluna é mecanicamente encaminhado aos 
detectores que determinam a substância de acordo com seu princípio e registram o resultado já em curvas, 
ou simplesmente em números que podem ser manipulados. Em separações onde o material é usado 
posteriormente as frações são coletadas por coletores automáticos que podem ser calibrados em termos de 
volume ou tempo, principalmente. 


5. PARÂMETROS EXPERIMENTAIS EM CROMATOGRAFIA POR EXCLUSÃO 


O principal e o primeiro objetivo de uma separação é a obtenção de uma boa resolução dos 
componentes da mistura. Uma vez obtidos valores de resolução maiores que 1, esta é adequada*, deve-se 
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considerar também condições para recuperação máxima com a menor diluição. Pará atingir estes objetivos 
várias decisões devem ser tomadas, baseadas em experiências anteriores e/ou parâmetros teóricos. Estes 
serão discutidos nos itens seguintes. 


5.1. Tipo de gel 


Se o problema for de separação de grupos de substâncias, como por exemplo, dessalificação, o gel 
escolhido deve ter um Kav = 0 para as substâncias de alta massa molecular; massas moleculares menores 
devem ser eluídas perto de Vt , Kav = 1. Sephadex G-25 pode ser útil para dessalificar ou remover compostos 
de baixa massa molecular, de soluções de proteínas. De outro lado, para dessalificar soluções de peptídeos 
ou outras substâncias de massa molecular entre 1000 e 5000, deve-se usar Sephadex G-10 ou G-25, ou Bio-Gel 
P-2 ou P-4. Para fracionar substâncias de massa molecular semelhante, deve-se estudar as curvas de 
seletividade dos diferentes géis (Figura VI-2). A(s) molécula(s) de interesse deve(m) ter massa molecular 
situada na parte linear da curva de seletividade e intermediária(s) a uma série de padrões. Nas determinações 
de massas moleculares ou em trabalhos com proteínas pouco solúveis (membranas) é comum o uso de meios 
de dissociação ou detergentes. Nestas condições, devido ao efeito destes agentes na conformação das 
proteínas, é preciso um gel de poros mais abertos do que aquele indicado pela curva de seletividade. 
Detergentes não afetam o tamanho do poro. A seleção do tamanho de partícula dos diferentes materiais 
usados será determinada pelo tipo de separação. Partículas menores dão boas colunas e boa resolução. 
Entretanto, devido a problemas de vazão em rotina de laboratório, prefere-se partículas de tamanho 
intermediário, reservando as maiores para trabalho preparativo. 

As Tabelas VI- 1 a VI-4 indicam as faixas de massas moleculares e outras informações para vários tipos 
de fases estacionárias. 


Tabela Vl-1 


â t) 

Comparação das propriedades dos recheios: Sephadex e Bio-Gel 


Sephadex 

Diâmetro das 

Limite de 

Bio-Gel 

Diâmetro das 

Limite de 


partículas 

exclusão 


partículas 

exclusão 


secas ipini) 

(massa molecular) 


úmidas (Um) 

(massa molecular) 

G10 

40-120 

700 

— 

— 

— 

G15 

40-120 

1.500 

p-2 

40-80 

1.800 

— 

— 

— - 

p-4 

40-80 

4.000 

G25 

50-150 

5.000 

p-6 

40-80 

6.000 

— - 

— 

--- 

p-10 

40-80 

20.000 

G50 

50-150 

30.000 

p-30 

80-150 

40.000 


— 

— 

p-60 

80-150 

60.000 

G75 

40-120 

80.000 

p-100 

80-150 

100.000 

G100 

40-120 

150.000 

— 

— 

— 

— 

— 

— 

p-250 

80-150 

200.000 

G150 

40-120 

300.000 

— 

— 

— 

— - 

— 

— 

p-300 

150-300 

400.000 

G200 

40-120 

600.000 

... 




a Pharmacia, Suécia 
b Bio-Rad, EUA 
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Tabela VI-2 


Propriedades do recheio Sephacryl * 


Tipo 


Diâmetro das 


Intervalo de fracionamento 


partículas úmidas 


(massa molecular) 


(Um) 


proteínas 


polissacarídeos 


S-200 Superfma 


40-105 


50x10 3 -2,5x10 5 


lxlO 3 - 8xl0 4 


S-300 Superfina 


40-105 


1x10^-1,5x10' 


1x10 3 -7J5x10 5 


Pharmacia, Suécia 


il 


r.í * 
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Tabela VI -3 

Propriedades do recheio Sepharose 3 

Tipo 

Cone. da Agarose 

Diâmetro das 

Intervalo de fracionamento 


(aproximada) 

partículas úmidas 

(massa molecular) 



% 

(fim) 

proteínas 

polissacarídeos 

2B 

2 

60-200 

70X10 4 - 40xl0 6 

1x10 5 -20x10 6 

4B 

4 

60-140 

60x10 4 -20x10 6 

3x10 4 -5x10 6 

6B 

6 

45-165 

lxlO 4 - 4xl0 6 

1x10 4 -1x10 6 


8 Pharmacia, Suécia 


Tabela VI -4 


Propriedades do recheio Shodex 


Fase móvel 


Orgânica 


Aquosa 


Tipo 

Intervalo de fracionamento 
(massa molecular) 

A801/S 

50 - 1.000 

A802/S 

50 - 5.000 

A803/S 

400 - 70.000 

A804/S 

1.000 - 500.000 

A805/S 

10.000 - 5.000.000 

A806/S 

100.000 - 50.000.000 

S801/S 

50 -1.000 

S802/S 

50 - 5.000 

S803/S 

300 - 50.000 

S804/S 

1.000 - 500.000 

S805/S 

10.000 - 5.000.000 


* Showa Denka, Japão 
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5.2. Tamanho da coluna 
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A resolução aumenta com a raiz quadrada do comprimento da coluna. Em lugar de uma única coluna 


mimetizado 


53. Tamanho da amostra 


Para uma boa resolução, a zona em que está a amostra deve ser pequena em relação ao comprimento 


amostra 


colunas de 


30% 


vazao 


e da amostra 
vazão irregular 


mg/mL 


um 


5.4. Vazão da fase móvel 


A resolução decresce com a vazao. Para proteínas a vazao de 2 mL cm 2 h ^ é ótima para colunas de 

laboratono. Entretanto até 10 mL cm' 2 h' 1 não há deterioração da resolução. A Tabela VI-5 indica algumas 
pressões e vazões para várias fases estacionárias. 


Tabela VI-5 


Pressões e vazões máximas para vários géis* 


Tipo 


Sephadex G-10 a G-50 

G-75 
G-75 SF 
G-100 
G-100 SF 
G-150 
G-150 SF 
G-200 
G-200 SF 
Sepharosc 6B 

4B 

2B 

CL-6B 
CL-4B 
CL-2B 
Sephacryl S-200 

S-300 


Pressão máxima 
de operação 
(kPa) 




16 

16 

10 

10 

4 

4 
2 
2 
9 
6 
3 

>12 

12 

5 



* Dados obtidos com colunas de 30 x 2 $ cm 

* * Obedece à lei de Darcy. 


vazao 

(mL/min) 


6.4 

1.5 
4,2 
1,0 
1,9 
0,5 
1,0 
0,25 
1,16 
0,96 
0,83 

23 

2,17 

1,25 


fluxo 

(mLcni 2 h"') 


77.0 

18.0 

50.0 

12.0 

23.0 

6,0 

12.0 

3,0 

14.0 
11,5 

10.0 

30.0 

26.0 
15,0 


1 
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5.5. Tratamento da coluna 


A homogeneidade da coluna pode ser verificada com uma solução colorida, geralmente B u 

2000 (Pharmacia) em uma concentração de 2 mg/mL. O movimento da zona de cor azul é obs 

ser compacto e uniforme . Exame da coluna em luz transmitida também permite ver falhas, bo 

Após o término da separação o gel e os tampões devem ser mantidos em meio que impede o crescimento e 

microorganismos. O mais usado é solução aquosa de azida de sódio, NaN3 , 0,02% 


6. APLICAÇÕES DE CROMATOGRAFIA POR EXCLUSÃO 


Em experiências de separação de substâncias ou purificação, pode-se distinguir 


de situações. Em separações de grupos, as 


tamanho 




gel onde as 




grandes 




Kav 


0 e as pequenas com um valor se aproximando de 1. 


Dessalificação preparatória para liofilisação ou concentração 


com 


étodos, tais como diálise. Outros usos são: troca de 

tampões para prosseguimento de métodos de purificação, remoção de fenol de preparações de ácidos 
nucléicos; remoção de substâncias radioativas de pequena massa molecular, em processos de marcação 


inibidores ou co-fatores da mistura contendo enzimas 


O segundo tipo de separação envolve separação de moléculas com massas moleculares mais próximas 
e, portanto, com valores de Kav mostrando diferenças menores. Aqui a escolha correta do gel é critica. Se 
o limite de exclusão do gel está muito acima da maior massa molecular, a resolução diminui, os solutos se 
diluem e a vazão diminui. Em caso contrário, parte das substâncias a serem separadas serão obtidas sem 

interações na parte intrasticial da coluna. 


A cromatografia por exclusão permite também a determinação da massa molecular ou tamanho de 
proteínas nativas ou desnaturadas em condições variadas de pH, temperatura e força iônica. Uréia e cloreto 
de guanidina são agentes que transformam polipeptídeos e proteínas em uma configuração de hélice ao 
acaso, eliminando as diferenças estruturais. Para este procedimento é necessário uma coluna contendo 
Sephacryl,SephadexouSepharose, calibrada com uma série de padrões protéicos, que podem ser adquiridos 
em conjunto para cada intervalo de massa molecular desejado ou preparado no laboratório a partir de 
proteínas isoladas. As colunas calibradas podem ser usadas durante muito tempo em separações de rotina. 


Outros usos compreendem a determinação da massa molecular de polímeros naturais ou sintéticos, 
possibilidade esta que atualmente é primordial para o controle de qualidade destes compostos. O 
conhecimento da distribuição de massas moleculares de um polímero e a melhor maneira de predizer se suas 
propriedades físicas como força, flexibilidade, rigidez, fragilidade e adesividade serão ou não corretas. O 
cloreto de polivinila deve ter sua qualidade determinada pelo estudo da distribuição das massas moleculares 
de seus polímeros. 


Determinação de constantes de equilíbrio e separação de células e partículas também podem ser 
efetuadas por cromatografia por exclusão. 

4 
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1. INTRODUÇÃO 


A cromatografia p or b i o afinidade distingue-se dos outros métodos cromatográficos por basear-s e, 
principalmente, nas propriedades biológicas, ou f uncion ais das e spécies que interagem:,a substância a ser 
separada e a fase estacionária. 

Os primeiros trabalhos descrevendo esta modalidade de cromatografia datam de 1959, quando 
CAMPBELL, LEUSCHER e LEMAN, empregando anticorpo anti-haptenos, fizeram importantes 
observações, possibilitando que LERMAN utilizasse, pela primeira vez, a cromatografia de bioannidade, na 
purificação da tirosinase. No entanto, foi no início da década de 60 que esse tipo de cromatografia teve um 
grande impulso, através dos trabalhos de CUATRECASSAS, WILCHECK, ANFINSEN e PORATH, 
passando a ser amplamente empregada como método de purificação de macromoléculas. Para se ter uma 
idéia, entre 1980-82, foram catalogadas 1800 publicações que empregavam a cromatografia por bioafinidade 
como uma etapa de purificação de moléculas biologicamente ativas. 


2. PRINCÍPIO DO MÉTODO 


O princípio 


através 


omatografia por b i o a fin id adeé-O- is o la m e n t o seletivo de macromoléculas biol óg icas. 

unirem-se r eve r s i vel mente a ligantes específicos. 



Basicamente, a .metodol ogi a da cromatografia por bioafinidade envol ve a pre paração de uma fase 

estacionáriaselefiva jaor im abiliza çãoco v a l e. n te de-ligantes-específicos -à matriy n u çnpnrtp c a i A amn-irn 

é aplicadaAcolunaxontendo-oJigante específico da amostra ligado-aQ-sup nrtp sóliHn A s moléculas que não 

possuem apreciável afinidade pelo ligante passam pela co luna sem serem ligadas, enquanto que as 
macromoléculas capazes deamirem-se a-este são-ietidas. / 

l.A elmção das moléculas hgadas- pode ser feita por alteração do p H e/ou força iônica do meio, que 
tornam o comple-xomolécula.-Jigante menosestável, levando à dissociação do mesmo, ou ainda^ela emprego 
de substânciasjcom mai or afinidade pelo ligante do que a molécula que^e^ie^ejaqaudíiçaiy 


O esquema apresentado na Figura VJI-1 ilustra o princípio deste método cromatográfico. As formas 
geométricas ( A, • , o.OJrepresentam os vários tipos de substâncias presentes na amostra (passo 1). Destas, 
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apenas a substância representada pelo triângulo possui afinidade química pelo ligante, o qual se encontra 

imobilizado covalentemente à matriz (passo 2). 



FIGURA VII-1 Esquema do princípio da cromatografia por bioafinidade. 


A coluna é equilibrada e eluída em um determinado tampão inicial, sendo que nesta condição sao 
praticamente eliminadas todas as substâncias que não foram ligadas por bioafinidade ao conjunto 
ligante-matriz, além daquelas que apresentam afinidade (triângulo), mas que excedem à capacidade de 

retenção da coluna. 


A eluição da substância do ligante é realizada por modificações de pH, força iônica, ou ainda pela 


adição de uma substância que tenha maior afinidade pelo ligante (passos 3 e 4;. 

A regeneração da coluna (passo 5) é efetuada através da passagem de eluentes, que a 
condição inicial (tampão de equilíbrio inicial). 


deixam na 


A cromatografia por bioafinidade pode_ ser aplicada a uma grande variedade de-sistemas 
macromoléculas-ligante como, por exemplo, para a purificação de enzimas, antibióticos, antígenos, ácidos 
nucléicos, proteínas transportadoras, proteínas repressoras, drogas ou receptores hormonais, proteínas 

li* ~ ~ ^ ^ 


sistemas 


biológicos (Tabela VII-1). 

O sucesso do emprego deste tipo de cromatografia depende da seleção adequada do suporte insolúvel 
ou matriz, do ligante específico, das condições de ligação entre ambos e das condições de retenção e eluição 

das moléculas em questão. 


Tabela VIM 



Relação biológica entre substâncias com possibilidade de separação por cromatografia por bioafinidade 


Substância 
Enzimas 
Ácidos nucléicos 
Hormônios e Vitaminas 
Anticorpos 
Lectinas 
Células 


Possibilidade de li 

Substratos, cofatores, inibidores competitivos 

Sequência de bases complementares, histonas, enzimas específicas 

Proteínas transportadoras, receptores 

Antígenos, células 

Glicoproteínas, polissacarídeos 

Lectinas, proteínas específicas da superfície da célula 
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3. SELEÇÃO DO SUPORTE INSOLÚVEL OU MATRIZ 


ligante são de fundamental importância 


acoplamento 


desnaturantes, como uréia, cloreto de guanidi 


detergentes; serem de preferência uniformes, esféricas, rígidas e porosas, para exibirem boas propriedades 


de vazao mesmo após o acoplamento 
diminuir a adsorção não específica das 


interagir fracamente com macromoléculas, em geral, para 


modificados para permitirem a ligação química 

Muitas substâncias possuem essas propriedac 
trizes na cromatografia por bioafinidade; entn 


possuir grupos químicos que possam ser ativados 
a variedade de ligantes. 

o suporte insolúvel ou 
-se a agarose, a celulose, o dextrano, a 


polímeros, partículas porosas de alumina, vidro de porosidade controlada 


associações entre as substâncias citadas. 


3.1. Agarose 


A agarose é um gel de rigidez considerável e inércia biológica relativa, sendo grandemente empregado 
como matriz na cromatografia por bioafinidade. A sua constituição e principais propriedades foram 
mencionadas no capítulo VI, seção 3.4.3, e a sua estrutura é ilustrada na Figura VT-5. 

A retenção inespecífica de proteínas na agarose está relacionada à presença de grupos iônicos como 
éster sulfatos, metoxil e grupos carboxílicos. A eliminação ou diminuição dos efeitos indesejáveis desses 
grupos procede por tratamento do gel com borihidreto, em solução alcalina, por duas horas. 

Outro aspecto importante a ser considerado relaciona-se à estrutura secundária da agarose, a qual 
consiste de uma cadeia linear de polissacarídeos, sem ligações covalentes cruzadas, que implica em 
instabilidade térmica; dificuldade de congelamento ou secagem, pronta solubilidade na presença de agentes 
desnaturantes e mudanças drásticas e irreversíveis da estrutura do gel na presença de alguns solventes 
orgânicos, como álcool e acetona. Portanto, o uso da agarose como suporte insolúvel ou matriz, na 
cromatografia por bioafinidade, está relacionado ao aumento da estabilidade da estrutura secundária do gel, 
através da reação com a epicloroxidrina, em meio alcalino. Tal reação leva à formação de ligações covalentes 
cruzadas entre cadeias de agarose, tornando a matriz mecanicamente rígida e mais estável a reagentes 

orgânicos ou inorgânicos. 


3.2. Matriz de celulose 


A celulose é um biopolímero linear de glicose com ligações /8-l,4 e ocasionalmente y3-l,6, como 
mencionado no capítulo V, seção 3.3.1. Algumas das limitações no uso de celulose em cromatografia por 
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troca iônica e por bioafinidade são devidas à sua estrutura física instável (perda de porosidade) e forma 


por tratamento 


contudo comprometer a sua rigidez mecânica 


33. Matriz de dextrano 


unidades de glicose unidas predominantemente 


produzido por bactérias (Leuconostoc Mesenteróides, Leoconostoc 


sacarose, é empregado como matriz em cromatografia por bioafinidade, após tratamento com 


Figura 


VI 


A matriz dextrano apresenta como característica principal um elevado número de grupos hidroxilas 


disponíveis, que a tornam mais hidrofílica que a agarose, mas possui como limitação a formação de ligações 


cruzadas indesejáveis durante a sua ativação , tornando o gel menos poroso, dificultando a vazão da fase 


móvel na coluna. 


3.4. Matriz de poliacrilamida 


Os géis de poliacrilamida são formados por uma estrutura de hidrocarbonetos, na qual estão ligados 


grupos amida como indicado no capítulo VI, seção 3.4.2. Esses géis apresentam as características principais 


de estabilidade em pH 1 a 10, de não conterem grupos ionizáveis, portanto com as interações não específicas 


mínimas, de serem biologicamente inertes e de não serem atacados por microorganismos. 


A perda da estabilidade mecânica constitui uma desvantagem deste gel, a qual limita seu uso como 


suporte para cromatografia por bioafinidade. Por essa razão, os géis de poliacrilamida são modificados a 


derivados de aminoetil, por reação com etilenodiamino a 90°C e a derivados hidrazínicos usando-se hidrazina 


a 50°C 


3.5. Matriz de trisacril 


Trisacril são géis sintéticos derivados da polimerização do monômero N-acrilosil-2-amino-2- 

irltviafíl 1 l-nrnnonnHinl miP cqa cnnnrfor rvnro * f i _ . . . _ . _ 


— o™ — puwu.v. iLfl^au uu iiiunumero iN-acriiosil-Z-ammo-Z- 

hidroximetil-l,3-propanodiol, que são suportes para cromatografia por exclusão, troca iônica e bioafinidade 
A Figura VI 1-2 mostra as estruturas químicas do monômrrr» p rio nnií m0 o i 


r 






. ,■:& 
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A presença de três grupos hidroximetil e um alquilamida, por unidade, confere a essas macromoléculas 

um caráter hidrofílico útil para a separação de macromoléculas biológicas, especialmente proteínas e células. 

Os géis trisacril apresentam outras características como não serem biodegradáveis sob ampla faixa de 

temperatura (-20°C a 121°C), resistirem à ação de agentes desnaturantes e à acidez, suportarem moderadas 

pressões sem sofrerem alterações da forma, sendo por isso grandemente aplicados em sistemas de 
cromatografia líquida de alta eficiência. 



FIGURA Vll-2 Estruturas químicas do monômero (a) e polímero de trisacril (b). As setas indicam os pontos de reação para 

formação do polímero (a) e o local de união do ligante (b). 


3.6. Outras matrizes orgânicas 


3.6.1. Géis hidroxialquil metacrilato 

WICHTERLE e LINS introduziram os géis hidroxialquil metacrilatos hidrofílicos que são sintetizados 
por polimeração de hidroxialquilesteres do ácido metacrílico e alquilenodimetacrilato. A estrutura do 
polímero está representada na Figura VII-3. Os géis são regulares com estabilidades química e física 
excelentes, resistem a altas pressões e aquecimento a 150°C, podem ser empregados com solventes orgânicos 
e são biologicamente inertes. 


3.6.2. Géis de poliacrilamida-agarose 

Géis de poliacrilamida-agarose produzidos por combinação de poliacrilamida e agarose são rígidos, 

suportam até grande vazões e apresentam a capacidade de unirem ligantes tanto nos grupos hidroxílicos da 
agarose quanto nos grupos aminas da poliacrilamida. 
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FIGURA VII-3 


Estrutura do polímero de hidroxialquilmetacrilato. A seta indica os grupos hidroxilas que apresentam propriedades 
análogas às da agarose. 


Outros suportes orgânicos para uso em cromatografia por bioafinidade são os copolímeros de 
vinilacetatoetileno, poliestireno, alginato de sódio e náilon. 


3.7. Matrizes inorgânicas 


A maioria das matrizes de polissacarídeos são inadequadas para sistemas de alta pressão devido à baixa 
estabilidade mecânica. Por esse motivo foram desenvolvidas matrizes de materiais inorgânicos de estruturas 
químicas e físicas compatíveis com sistemas que requerem maiores pressões. 

As partículas porosas de alumina foram empregadas em meados da década de 70, como suporte 
insolúvel para imobilização de enzimas em substituição ao suporte polissacarídeo mas apresentaram, como 
desvantagem, uma baixa vazão. 

Outra possibilidade para imobilização de moléculas biológicas é o uso de partículas de vidro com 
porosidade controlada. Essas partículas são sintetizadas por aquecimento de certos borosilicatos a 
500-800°C por tempo prolongado e têm uma variação de poros entre 2,5 e 7,0 nm. 

A matriz de vidro é mecânica, termicamente estável e quimicamente compatível com muitos solventes 
orgânicos. A desvantagem desse suporte consiste na ligação não-específica de aminas protéicas e íons amónio 
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pelos grupos silanol ou em sítios de boro, que agem como ácido de Lewis, existentes na superfície do vidro. 

Para prevenir essa ligação iônica, a superfície do vidro deve ser revestida por uma camada orgânica de modo 
a cobrir os grupos silanol. 


4. PREPARAÇÃO DE FASES ESTACIONÁRIAS SELETIVAS 


A preparação de fases estacionárias seletivas envolve duas etapas: a ativação da matriz e o subseqüente 
acoplamento do ligante. 

A fase de ativação compreende a ligação de grupos reativos à matriz inerte, podendo ser esquematizada 
da seguinte forma, os grupos hidroxílicos ou aminas livres da matriz são ativados por reação com reagentes 
bifuncionais do tipo A-R-B, onde o lado do grupo A liga-se à matriz e o do grupo B ao ligante. A fase de 
acoplamento envolve a ligação covalente do ligante à matriz ativada (Figura VII-4 ) . 



b 

M — 0— R — B + H- LIGANTE — M — OR—LIG. 4- H B 

FIGURA VII-4 Esquema que ilustra as fases de ativação da matriz (a) e de acoplamento do ligante (b). 


O sucesso da purificação de macromoléculas por cromatografia por bioafinidade muitas vezes está 

relacionado com a distância existente entre a superfície do suporte e o ligante específico, no qual as 

macromoléculas ligar-se-ão. Fatores estéricos devem ser considerados, quando proteínas de massa 

molecular elevada são separadas por esse processo e ligantes específicos pequenos são acoplados 

diretamente à matriz. Neste caso, o problema pode ser solucionado através da preparação de ligantes 

específicos com uma cadeia de hidrocarboneto, a qual recebe o nome de braço; alternativamente, a extensão 

de hidrocarboneto pode ser primeiramente Ugada ao suporte sólido, e a seguir, liga-se covalentemente o 

ligante específico a esse braço. A Figura VII-5 mostra o efeito do aumento do espaço entre o ligante e o 
suporte sólido. 
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FIGURA VII-5 


A aplicação do princípio de "braços" para facilitar a união entre ligante e a substância a ser isolada 
a: ligante unido diretamente à matriz; b: ligante unido à matriz por um braço. 


4.1. Métodos de ativação de matrizes hidroxílicas 


4.1.1. Ativação pelo brometo de cianogênio e derivados 

O brometo de cianogênio (CNBr) é o reagente mais utilizado para a ativação de matrizes dc 
polissacarídeos, tais como dextrano e agarose. 

A natureza química exata dos intermediários formados durante a reação da agarose com CNBr é 
desconhecida, mas os principais produtos formados, que se acoplam com grupos aminos, parece ser uma 
mistura de derivados de iminocarbonato ( ~ 20%) e isouréia (obtida em rendimento dc 80%). Na Figura 
VII-6 pode-se observar o mecanismo de ativação de uma matriz polissacarídica pelo CNBr. 

A agarose ativada por CNBr reage covalentemente, em pH 10,0, com grupos aminos primários cm sua 
forma não-protonada, tais como o grupo a. -amino da lisina ou compostos aminoalquil. V alores dc pl 1 acima 
de 10,0 resultam em menor eficiência de acoplamento devido a grande redução da agarose ativada. 

Os primeiros trabalhos relativos à ativação de matrizes com brometo de cianogênio (década 00) 
empregaram bases inorgânicas, como o hidróxido de sódio. Rccentementc foi proposto o uso dc bases 
orgânicas, como a trietilamina, onde se obtém derivados quase que exclusivamentc de isouréia, resultando 

em um maior rendimento do processo. 

A ativação em presença de hidróxido de sódio forma um centro nucleofílico no esqueleto do suporte, 
o qual reage com brometo de cianogênio. Assim: 

M-OH + OH ‘ ► M-O' + H 2 O 

MO ' + CNBr * M-O-CN + Br ' 

onde M representa a matriz. 

No caso da base orgânica, um composto eletrofílico intermediário é formado pela reação de CNBr 
com a base trietilamina, o que reage posteriormente com o grupo hidroxila da matriz. Deste modo: 

N 

1 1 1 

C 

M-OH 

CNBr + TEA * N + * M-O-CN + TEA . HBr 

Et Et Et 
composto intermediário 
eletrofílico 
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FIGURA VII-6 Mecanismo de ativação típico de uma matriz polissacarídica pelo brometo de cianogênio. 

1: éster cianato (muito reativo) 

2: derivado carbamato (inerte) 

3: imidocarbonato cíclico (pouco reativo) 

4: derivado isouréia 
5: derivado imidocarbonato 


O conhecimento do mecanismo de ativação da matriz pelo CNBr possibilitou o uso de reagentes 
alternativos derivados do cianeto como p-nitrofenileianato e N-cianotrietilamõnio, que são mais eficazes e 
menos perigosos à vida humana, podendo ser manipulados e armazenados com mais segurança. 

4.1.2. Ativação por Bis-oxirano 

Os reagentes bis-oxiranos, tais como o éter 1,4-butanodiol diglicidoxi, reagem prontamente em meio 
alcalino com géis contendo grupos hidroxílicos ou amino livres. Desta forma, os géis derivados apresentam 
uma cadeia hidrofílica longa, que serve como molécula espaçadora entre o ligante específico e a superfície 
da matriz e um grupo reativo, oxirano (epóxido), que reage com ligantes nucleofílicos (aminas e fenóis) para 

formar adsorventes biosseletivos. 

4.1.3. Ativação por oxidação com periodato 

Outro método de ativação de matrizes hidroxílicas envolve a oxidação dos grupos dióis vicinais das 
matrizes a aldeído empregando o metaperiodato de sódio (NaI 04 ), como agente oxidante. 
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Os grupos aldeídos formados reagem com aminas primárias em pH 4 a 6, formando uma base dc Schiff, 
a qual é estabilizada por redução com boroidreto de sódio ( NaBH4 ) ou, preferencialmente, cianoboridreto 

de sódio (NaBH 3 CN). 


4.1.4. Ativação por cloretos de sulfonila orgânicos 

Os haletos de sulfonila orgânicos reagem com os grupos hidroxílicos de matrizes polissacarídicas, 
formando um derivado ester sulfonado do gel. O grupo sulfonado desses ésteres é facilmente deslocado por 
agentes nucleofílicos (aminas por reações de substituição do tipo SN 2 ), permitindo o acoplamento de 
moléculas de interesse biológico. 


4.1.5. Ativação por divinilsulfona 


O reagente bifuncional divinilsulfona (CH 2 


CH-SO 2 -CH = CH 2 ) é empregado como agente 


A — 

ativador de matrizes hidroxílicas. A reação entre o divinilsulfona e o grupo hidroxila da matriz leva à formação 
do derivado éter etilvinilsulfonil do polímero hidroxílico. Os grupos vinil introduz.idos na matriz são bastante 
reativos e se acoplam a aminas, álcoois e fenóis, em meio ácido e à baixa temperatura. 

Na Figura VII-7 são mostrados alguns exemplos de substâncias utilizadas na ativaçao de matrizes 
hidroxílicas. 
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FIGURA VII -7 Métodos alternativos de ativação de matrizes polissacarídicas 

a: ativação pelo cloreto de sulfonila 
b: ativação com carbonildiimida 
c: ativação com p-nitroclorobenzonato (cloroformatos) 
d: ativação pela divinilsulfona 

e: ativação pelo periodato de sódio (há necessidade de outras etapas para a ativação se completar). 
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4.2. Ativação de matrizes não hidroxílicas 

4.2.1. Poliacrilamida 

As matrizes poliacrilamida apresentam em sua estrutura cadeias laterais amidas que são normalmente 
inertes. A ativação dessas matrizes envolve a transformação do grupo amida em carboxflico, por hidrólise 
ácida ou alcalina, em acil hidrazida, por reação da amida com hidrazida, e em aminoetil por reação com 
etilenediamino. A Figura VII-8 mostra os derivados procedentes da ativação da matriz de poliacrilamida. 



PA 

I 

H2C 0 
I II 

HC— C— NH? 

I 


0 H 


+ 




HpN— NH 2 


NHo (CH?UNH 


2*2 


2 



FIGURA VII-8 Métodos de ativação da matriz de poliacrilamida. 


4.2.2. Ativação de matriz inorgânica silanizada 


O vidro de porosidade controlada, para ser empregado como matriz em cromatografia por 
bioafinidade, deve ser silanizado por tratamento com um composto organosilano, o qual contém um grupo 
funcional orgânico e um grupo sililalcóxi. A Figura Vll-9a mostra o processo de silanização. Os organosilanos 
empregados incluem epoxi, vinil, sulfidril, alquilamina, alquilcloro e fenilsilanos. 

Os derivados silanizados são preparados por três diferentes procedimentos: 

a. preparação do derivado arilamina a partir do alquilaminosilano, por reação com cloreto de 
p-nitrobenzoil, seguido por redução do grupo nitro por ditionito de sódio (Figura VH-9b). 

b. preparação do derivado carboxflico por reação do alquilaminosilano com ácido succínico. 

c. preparação do aldeído ativo do alquilaminosilano, por reação com glutaraldeído. 


0 


0 


1 

0 

1 

si 

1 

0 

1 

SI 

l 

I 


VIDRO POROSO 


0 


0 



NH 2 ( C H p ) 3 — Si — í 0 — CHp 


RFA.IVO ORGANOSILANO 


ch 3 ) 3 - 


I 

0 

I 

0 — s«* 

I 

0 

! 

0- Si- 
1 

0 

I 


0-Si-(CH 2 ) 3 NH 2 


-0 — Si— (CH 2 ) 3 NH 2 


VIDRO POROSO SILANIZADO IVPSI 


VPS f NO 



0 

II 

c 


I 

0 


Rf f IIJXO 


Cl 


O-Si 

I 

0 

I 


H 

I 

(CH 2 ),N 


0 

II 

c 


REDUÇÃO 

v\ //“NO? 


I 

0 H 

1 I 

0-Si-(CH 2 ),N 

I 3 

0 
I 


0 


-S-O- 


NH 


VIDRO POROSO ATIVADO (VPA) 


FIGURA V1I-9 Silanização da superfície do vidro poroso e subscqüente ativação com derivado arilamina. 
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43. Acoplamento do ligante à matriz ativada 


A matriz, após ativação, está pronta para receber o ligante específico ou o espaçador (braço), quando 
este se faz necessário. 

O acoplamento de ligantes específicos pode ser realizado diretamente na matriz ativada ou em grupos 
funcionais de moléculas espaçadoras ligadas à matriz. Dependendo do tipo de matriz ativada e do agente 
ativador, os principais grupos funcionais disponíveis para o acoplamento são os grupos carboxílicos, aminas, 
tióis, imidazóis e derivados sulfonados. 

A Figura VII-10 mostra exemplos de reações de acoplamento de ligantes específicos diretamente à 
matriz ativada. 

0 H /NHR , 

M-R-COOH + R, N = C=N R 2 -M-R-C-O— C 

X NHR 2 

LIGANTE-NH2 

V 
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II 

R.NHCNHRo + M — R—C — NH — LI 6 AN TE 

II 

0 

b 


M- 

- 0 - 

-so 2 - 

-R 
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h 2 n - 

-LIGANTE - 

— M- 
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-LIGANTE 
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- so 2 - 
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■ LIGANTE — 

— - M- 
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FIGURA VII-10 Exemplos de reações de acoplamento de ligantes específicos diretamente à matriz ativada. 

As reações de acoplamento são efetuadas geralmente em meio levemente alcalino (pH 8-9), 
empregando-se tampão borato ou bicarbonato. Os tampões trishidroxiaminometano e glicina e os sais de 
guanidina não devem ser utilizados, pois contêm grupos nucleofílicos que reagem competitivamente com a 
matriz ativada. Os tampões devem apresentar alta força iônica para prevenir ou minimizar as interações que 
podem ocorrer entre moléculas de ligantes de alta massa molecular. 

O tempo de reação de acoplamento é de poucas horas, à temperatura ambiente (25°C), aumentando 
para 15-20 horas, à temperatura mais baixa (4°C). 

A eficiência do processo de acoplamento, de modo geral, aumenta com a concentração do ligante. A 
literatura mostra que a concentração ideal de ligante para um acoplamento eficaz, sem os efeitos secundários 
indesejáveis como, por exemplo, adsorção não específica, é de 1-10 moles de ligante por mol de matriz 
ativada. 

4.3.1. Seqüência típica de eventos para o acoplamento do ligante 

A Tabela VII-2 mostra uma seqüência típica dc etapas durante a fase de acoplamento do ligante à 
matriz ativada. Para melhor compreensão, cada fase é exemplificada com uma aplicação específica. 
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Tabela VI 1-2 




Seqiiência de etapas da fase de acoplamento do ligante à matriz ativa. 
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Etapa 


Pesar a quantidade necessária da matriz 


Lavar em funil de placa sinterizada 


Dissolver o ligante usado no tampão escolhido 


Misturar a solução do ligante com a suspensão do gel 


Lavar para eliminar o excesso do ligante com vários 


tampões. Durante o processo de lavagem deve-se, 


por intermédio de uma reação específica, observar 


se o ligante está sendo liberado. O processo deve 


continuar até não ser observada a liberação do ligante 


Transferir para a coluna ou armazenar a 4-8°C. 


Exemplo relativo a All-Sepharose 4B ativada 


1 g da matriz ativada que resulta em 3,5 mL de gel (base de 


cálculo) 


Usar 1IC1 lmM para a lavagem na razão de 200 mL/g da matriz 


Tampão bicarbonato 0,1 M a pH 8,0. 2-3 mg ligante por g da 


matriz 


1 h à temperatura ambiente ou 4h a 4°C. Usar agitador pendular 


ou similar 


Tampão usado no acoplamento seguido de tampão pll alto 


(TRIS 


(formato 


5. METODOLOGIA OPERACIONAL 


5.1. Preparação da coluna 

Selecionado o conjunto matriz-ligante conveniente, não há recomendações especiais na montagem da 
coluna para a cromatografia por bioafinidade, principalmente para aquelas que usam matrizes de 
polissacarídeos, podendo ser seguidas as técnicas mencionadas nos capítulos V e VI. Deve ser considerada 
a possibilidade de adsorção da substância-alvo (aquela a ser isolada) ao tubo cromatográfico. Assim, o 
plástico é uma alternativa melhor que o vidro, em alguns casos, já que este pode adsorver, preferencialmente 
certos tipos de macromoléculas, como as proteínas. Tubos de aço inoxidável são usados como colunas de 
aplicações industriais, assim como em cromatografia líquida de alta eficiência. Outro fator a ser observado 
é a resistência ao solvente, quando do uso de sistemas de eluição não aquosos. 


5.2. Dimensões da coluna 

Normalmente são utilizadas colunas pequenas, já que a substância a ser cromatografada é 
seletivamente retida (1-2 cm da camada superior do gel). 

Dimensões típicas de colunas cromatográficas por bioafinidade são de 3,0 x 0,8 cm ou 5,0 x 0,5 cm 
embora na literatura encontra-se uma grande variedade de dimensões convenientes para cada aplicação. 
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Um estudo detalhado do efeito das dimensões da coluna neste tipo de cromatografia foi realizado por 
LOWE, HARVEY e DEAN. Segundo estes autores, a geometria da coluna, a concentração e a quantidade 
do ligante são fatores fundamentais que se inter-relacionam e determinam a capacidade e a força de 
interação. Em baixas concentrações do ligante há um efeito pronunciado das dimensões da coluna que tende 
a diminuir significativamente em concentrações maiores. 


53. Determinação da capacidade 


A capacidade real de uma coluna utilizada em cromatografia por bioafinidade 6 determinada nas 
condições experimentais, passando por esta uma certa quantidade da substância a ser retida e verificando a 
quantidade desta substância recuperada no eluato. 


Para exemplificar, suponha que sejam aplicadas à uma fase estacionária seletiva 10 unidades de uma 
enzima e que nas condições operacionais empregadas para eliminação do material não-ligado sejam 
recuperadas 2 unidades dessa enzima no eluato. A quantidade de enzima efetivamente ligada à fase 
estacionária seletiva corresponde à diferença entre o material aplicado c o cluído no tampão de lavagem. 


5.4. A preparação da amostra 


A amostra pode ser dissolvida no tampão em que vai se iniciar o processo' cromatográfico. O volume 
da amostra a ser aplicada não é crítico se a substância que se quer isolar é fortemente ligada à fase estacionária 
seletiva, nas condições em que se executa o processo. No entanto, para substâncias que são moderadamente 
ou fracamente ligadas a essa fase, deve ser utilizado pequeno volume de amostra, em torno de 5% do volume 
da coluna, prevenindo uma co-eluição com substâncias que não são ligadas. 


5.5. O efeito de vazão e temperatura 


A vazão deve ser otimizada desde que, quando alta, pode diminuir a eficiência da ligação entre o ligante 
e a substância-alvo. O efeito da vazão é mais evidente em pequenas colunas com baixa afinidade da substância 
que se quer reter. Na Figura V1I-11 pode-se avaliar o efeito da vazão na capacidade de uma coluna por 
bioafinidade, fixados os parâmetros como dimensão da coluna, temperatura e concentração do ligante. 

O efeito da temperatura na capacidade da cromatografia por bioafinidade é notável. Em geral, com o 

aumento da temperatura ocorre uma diminuição na afinidade da substancia alvo pela fase estacionária 

seletiva, o que pode ser utilizado para eluir a substancia desejada da coluna, desde que isto não provoque 

mudanças funcionais irreversíveis na molécula que está sendo cromatografada, isto é, não cause a 
desnaturação desta substância. 
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FIGURA VII-11 Dependência da capacidade de uma coluna por bioafinidade em funqão da vazão. A, D e C são substâncias que 

podem ser retidas na coluna e são afetadas diferentemente. 


5.6. Métodos de eluição 


A eluição do material ligado à fase estacionária seletiva em cromatografia por bioafinidade é realizada 
por emprego de agentes específicos como não específicos. Essa etapa é de fundamental importância para 

ter-se uma boa separação da substância-alvo. 

5.6.1. Agentes de eluição específicos 

O deslocamento de substância-alvo da fase estacionária seletiva por agentes específicos 6 baseado na 
ligação preferencial dessa substância ao agente específico do que ao ligante da fase estacionária. Geralmente, 
os agentes de eluição específicos apresentam estruturas químicas semelhantes ao ligante da fase estacionária. 
Assim, uma enzima poderá ser retida seletivamente pelo uso de uma fase estacionária que tem como ligante 
específico o substrato da enzima. Desta forma, o deslocamento da enzima da fase estacionária será realizado 
pela adição ao tampão, de agentes específicos como o próprio substrato, um inibidor ou um modificador 
alostérico desta enzima. 

Dependendo do tipo da substância-alvo retida no conjunto matriz-ligante poderão ser usadas 
substâncias como inibidores competitivos, cofatores, haptenos (pequenas moléculas que podem interagir 
com o anticorpo) ou o próprio ligante para o deslocamento desta substância. No caso da utilização do próprio 
ligante, haverá uma competição entre o ligante unido à matriz e o ligante em solução pela substância-alvo, 
promovendo a sua eluição. 
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Na Figuro VII-12 é mostrado um cromatograma referente à cromatografia por bioafinidade de 
D-eritrodihidroneoptiaina trifosfato sintetase, cuja eluição é efetuada pelo agente específico trifosfato de 
guanidina, (GTP) substrato para a enzima mencionada. 



0 10 20 30 40 50 


NÚMERO DE FRAÇÕES 


FIGURA VII-12 Isolamento da D-eritrodihidroneoptiaina trifosfato sintetase por cromatografia por bioafinidade. 

Matriz: agarose; Ligante: GTP; Tampão Inicial: fosfato 0,05 M; pll: 6,8; Coluna: 8, 5x1,0 cm. 


A mistura de substâncias pré-purificadas, que contêm a enzima D-eritrohidroneoptiaina trifosfato 
sintetase, é aplicada à fase estacionária seletiva equilibrada em tampão fosfato 0,05 M a pH 6,8. Nesta 
condição, a enzima é retida ao conjunto matriz (agarose) -ligante (GTP). Efetuando-se a lavagem da referida 
fase estacionária com o tampão acima mencionado ocorre a eluição de substâncias não-ligadas. Quando o 
GTP é adicionado ao tampão observa-se o deslocamento da enzima D-eritrodihidroneoptiaina trifosfato 

sintetase. 
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5.6.2. Agentes de cluição não específicos 
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A formação do complexo substância-alvo com ligante específico da fase estacionária envolve, 

.. .... ^ .. . 1 « * I ? _ ! ^ lo/vtnrlaC 


interações eletrostáticas e hidrofóbicas ou pontes 


ou em conjunto. 


A variação do pH e/ou força iônica do tampão de eluição pode provocar alterações no complexo 
macromolécula-ligante específico por ionizar ou modificar, estruturalmente, moléculas que participam do 

complexo. 

Usualmente, são utilizadas para a eluição variações de pH ou da concentração salina, ambas crescentes 
ou decrescentes, quer em etapas discretas ou em gradientes. A Figura VJI-13 ilustra a eluição de uma coluna 
por bioafinidade, utilizada para a purificação da proteinase neutra obtida do filtrado de cultura de 
Clostridium histoliticum. A eluição da enzima é efetuada por mudança de pH e de força iônica. 
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FIGURA VII-13 Eluição em uma coluna "Sepharose-Cap-Leu-Gly" na purificação de proteinase neutra usando diferentes tampões 

com forças iônicas variáveis. 

Tampão 1: TRIS-I IEPES 1 mM a pi I 7,2 contendo 1 mM CaCl2 
Tampão 2: tampão 1 + 0,1 M de NaC.I 
Tampão 3: TRIS 0,05m a pl I 10,0, contendo 1 mM CaCl2 
Cap = caproil; Leu = Leucina; Gly = glicina. 
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5.6.3. Agentes caotrópicos 

Quando alterações na força iônica ou no pH do tampão eluente ou, ainda, o uso de reagentes específicos 
forem ineficazes para o deslocamento da substância-alvo do conjunto suporte-ligante, pode scr adicionadas 
ao tampão eluente substâncias que causem a desnaturação de macromoléculas (agentes caotrópicos). Estas 
substâncias deformam a estrutura da macromolécula e, desta forma, influenciam na estabilidade de sua 
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ligação com o conjunto matriz-ligante. Pela própria natureza destas substâncias, elas devem ser usadas com 
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cautela para evitar desnaturação irreversível. Após a eluição de uma substância-alvo com um reagente 
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específico, deve-se remove-lo por meios adequados (diálise, ultrafiltração). Como exemplos de reagentes 
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caotrópicos pode-se citar: a uréia, o cloreto de guanidina, percloratos, tiossulfatos e iodetos em 


concentrações molares elevadas. 


5.6.4. Outros agentes de eluição 


substância-alvo também 


ainda 


A eluição eletroforética foi desenvolvida como uma opção para a técnica que utiliza substâncias 


ri i 

caotrópicas para a remoção de substâncias carregadas das matrizes. A técnica baseia-se no fato dc que 

■ V T 


algumas 


definidos 


bioafmidade não são suficientemente fortes nara im 


técnica podem ser vistos nos trabalhos de MORGAN e col. 


Um aumento de temperatura também tende a provocar uma diminuição da capacidade dc retenção 


da fase estacionária seletiva por bioafmidade. Este fato pode ser usado para eluir substâncias que apresentam 
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por serem afetadas diferentemente pela temperatura. 
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FIGURA VII-14 Eluição de duas substâncias afetadas diferentemente pela temperatura em uma coluna por bioafmidade A 


separação e de enzimas (hexcx^uinase e glicercxjutnase) por influância dc um gradiente linear de temperatura 


utilizando como ligante o 5’-AMP. 


Em geral, o efeito da temperatura é utilizado cm combinação com os outros reagentes mencionados 


na eluição de substâncias-alvo ligada à fase estacionária seletiva. 
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A Tabela VII-3 mostra alguns exemplos de fase estacionária seletiva com os seus respectivos eluentes. 
Como pode ser observado, a cromatografia por bioafínidade emprega ps mais variados eluentes ou 
associações destes, cujo limite está na criatividade do pesquisador. 



Tabela VI 1-3 



Exemplos de sistemas de bioafínidades, evidenciando os eluentes utilizados para dessorver a 

1 j A > • 


substância-alvo. 



Substância-alvo 


Alonina desidrogenase 

NADP 

Na Cl 

Antranilato sintetase 

Antranilato 

pH (tampão) 

Anidrase carbônica 

Sulfonamidas 

ClOi I" e NaCl 

Celulase 

Celulose 

M 

Temperatura 

Flavoquinase (Riboflavina Quinase) 

Flavinas 

Riboflavina 

y-Glutamilcisteína sintetase 

ATP, Cestamina 

ATP, DTT 

3^-hidroxiesteróide oxidase 

Colesterol 

Triton X-100 

Metilmalonil-CoA mutase 

Vitamina B12 

Vitamina B12 

Neuraminidase 

✓ 

Acido tirosil, 

pH, Acetato 


/ 

Acido p-nitrofenil oxâmico, 
Acido colomínico 

NaCl 


NADP: nicotinamida adcnina dinucleotide fosfato 
ATP: trifosfato de adenosina 
D1T: ditiotreitol 


6. APLICAÇÕES DA CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE 


6.1. Purificação de macromoléculas por cromatografia por bioafínidade 


6.1.1. Enzimas 

A cromatografia por bioafínidade, após 15 anos de sua introdução, tornou-se o melhor método para a 
purificação de moléculas biologicamente ativas. Assim, um grande número de proteínas foram purificadas 
por este método e as enzimas, sem dúvida alguma, são a maior categoria dessas macromoléculas. 

As enzimas purificadas através da cromatografia por bioafínidade podem ser divididas em duas 
categorias: A primeira compreende as enzimas de especificidade restrita, as quais são purificadas com auxílio 
de inibidores ou substratos. As colunas preparadas com tais ligantes podem ser usadas somente para purificar 
a enzima específica. Às vezes, fases estacionárias específicas servem para a purificação de atividades 
catalíticas idênticas, mas derivadas de organismos diferentes. A segunda categoria compreende as enzimas 
que se ligam a um ligante geral, isto é, um ligante comum para um grande número de proteínas. Um exemplo 
é o emprego de coenzimas, NAD, NADP, ATP e CoA como ligantes gerais para uma variedade de enzimas 
que possuem em comum a mesma coenzima. A Tabela VII-4 mostra alguns exemplos dessas duas categorias 
de enzimas. 
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Tabela VII-4 



Condições para a cromatografia por bioafinldade para algumas enzimas 



Enzima 


Llgante 


Elulção 



Categoria 1: 
íficos 



Colina disidrogenase 
Cathepscína 

Celulase 

Glicose -6-fosfatase 
Glutamato dccarboxilase 
l-Histidina-2-oxo-glutarato 
amina-transfcrase (histidina aminotransferase) 


Colina 

Pepstatina 

Celulose 

Glicose -6-fosfato 

Etilglutamato 

Histidina 


Ditiotreitol 

NaCI 

Temperatura 

KCI 

NaCI 

NaCI 



Categoria 2: 



<D-hidroxi -ácido graxo-NADP 
oxidoredutase 


NADP 


KCI, NADP 


Malonil CoA decarboxilase 
Endonuclease de restrição 
RNA polimerasc 
Fenilalalina t-RNA sintetase 
Polinucleotideofosforilase 


NADP 

NaCI 

DNA 

fosfato, KCI 

DNA 

Sais 

RNA 

KCI -giicerol 

RNA 

NaCI 


6.1.2. Imunoafinidades 

A cromatografia por bioafinidade foi usada inicialmente, e durante muitos anos, para a purificação de 
anticorpos, empregando antígenos ligados a matrizes ativadas. Recentemente a imobilização de anticorpos 
monoclonais e policlonais a matrizes ativadas tem permitido a purificação de um grande número de proteínas, 
incluindo enzimas. Sob condições ideais, colunas com anticorpos ligados à matriz permitem a separação de 
proteínas específicas de misturas, através de um único passo de purificação. A maior dificuldade no uso de 
anticorpos imobilizados é a sua alta afinidade por antígenos, necessitando de condições drásticas de eluição, 
como o uso de agentes caotrópicos (KSCN 5M, uréia 3,5-8M ou guanidina 6M). A Tabela VII-5 mostra 
algumas proteínas purificadas por cromatografia por imunoafinidade em coluna com anticorpos ligados à 

matriz. 


Tabela VII-5 


Algumas enzimas purificadas por cromatografia por imunoafinidade em coluna com anticorpos ligados à 


matriz 


Enzima 


Eluente 


Catalase 

Kalilcreína 

Celulase 

Aminopeptidase 

Enzima conversora de angiotensina I 

Uroquinase 

Somastotatina 


Giicerol 
Guanidina 
pll 2,2 

Tris/HCl 

MgCl2 

Glicina-HCl 

/ 

Acido acético 
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6.1.3. Glicoconjugados 


* • * . 
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Lectinas são proteínas capazes de aglutinar eritrocitos e algumas células malignas, possuindo efeitos 
mutagênicps e habilidade de unirem-se reversivelmente a sacarídeos. Devido às suas características de 
ligação a carboidratos, as lectinas podem ser imobilizadas em matrizes para a purificação de glicoconjugados, 
que, devido à interação fraca, podem ser deslocados prontamente da coluna em meio neutro. Das muitas 
lectinas úteis, duas são mais freqüetemente usadas na purificação de carboidratos: Concanovalina A e 
Recinus communis aglutinina. 

As lectinas são geralmente usadas nos estágios iniciais da purificação de glicoproteínas e requerem 
procedimentos adicionais para completar a purificação. 

6.1.4. Receptores 

O receptor é uma molécula que reconhece uma entidade química específica, liga-se a esta e inicia uma 
série de eventos bioquímicos resultando em uma resposta fisiológica característica. 

A interação entre hormônio, neurotransmissor ou droga e o respectivo receptor é seletiva e específica. 
A purificação de receptores pode ser efetuada por cromatografia por bioafinidade via imobilização de 
hormônios, neurotransmissores ou drogas à matriz ativada. A cromatografia por bioafinidade tem sido 
empregada para purificação da proteína receptor B-adrenérgico cardíaco e colinérgica, bem como para 
receptores de insulina de membranas de fígado e células gordurosas. 


6.2. Purificação de pequenas moléculas 


Métodos clássicos para o isolamento de peptídeos e outras moléculas pequenas são trabalhosos e de 
baixo rendimento. A purificação por bioafinidade, usando-se macromoléculas insolúveis, frequentemente 
permite isolar, em um único passo, um peptídeo presente em uma mistura. O método é grandemente usado 
na purificação de peptídeos sintéticos e naturais, e no isolamento de peptídeos modificados, obtidos da 
hidrólise química de proteínas modificadas. Por exemplo, cita-se o isolamento de peptídeos contendo 
nitroritosina de lisozima e carboxipeptidase A e B modificadas com tetranitrometano. 
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1. INTRODUÇÃO 


Gases ou substâncias volatilizáveis podem ser separados utilizando-se a técnica denominada 
"Cromatografia Gasosa". A separação baseia-se na diferente distribuição das substâncias-xia amostra entre 

uma fase estacionária (sólida ou líquida) e uma fase móvel (gasosa). 

A amostra, através de um sistema de injeção, é introduzida em uma coluna contendo a fase estacionaria. 
Q uso de temperaturas convenientes no local de injeção da amostra e na coluna possibilita a vaporização 
destas substâncias que, de acordo com suas propriedades e as da fase estacionária, são retidas por tempos 
determinados e chegam à saída da coluna em tempos diferentes. O uso de um detector adequado na saída 
da coluna torna possível a detecção e quantificação destas substâncias. 


Algumas técnicas semelhantes à cromatografia gasosa apareceram desde 1930, no entanto, seu 
desenvolvimento só foi acelerado depois da introdução da cromatografia gás-líquido, em 1952, por JAMES 
e MARTIN. O interesse pela cromatografia gasosa fez com que houvesse um grande desenvolvimento de 
equipamentos e métodos e hoje ela tornou-se uma técnica comum, presente na maioria dos laboratórios que 

utilizam a análise química. 


A cromatografia gasosa é uma técnica com um poder de resolução excelente, tornando possível, muitas 
vezes, a análise de dezenas de substâncias de uma mesma amostra. Um dos principais motivos que tornam 
a cromatografia gasosa de uso bastante acentuado 6 a sua sensibilida de. Depe ndendo do tipo de substância 
analisada e do detector empregado, consegue-se detecta r cerc a deJjQ[„g. Essa sensibilidade faz com que 
haja necessidade de apenas pequenas quantidades de amostra, o que em certos casos, é um fator crítico e 
limita a utilização de outras técnicasv É importante salientar ainda que a cromatografia gasosa é excelente 



Se de um lado a cromatografia gasosa apresenta todas estas vantagens, [por outro, apresenta alguns 
i nconvenientes . Est a técnica pode ser empregada na analise de substâncias voláteis e estáveis termicamcnte, 
caso^ontrário, há necessidade de se formar um derivado com estas características, o que nem sempre é 
viáveUA análise cromatográfica isoladamenLoé rápida, podendo ser efetuada em minutos. No entanto, na 
maioria das vezes há necessidade de etapas de preparação _da amostra, antes que ela possa ser analisada, 
para que não haja interferências durante a análise e contaminação da coluna cromatográfica.’ Às vezes, esta 
etapa de preparação é longa e complexa, aumentando em muito o tempo e o custo da análise. Além disso, a 


\çromatografrrgas©sa-nãD_é._uma.Xécnica-qualitaü\^eíicÍ£nte, necessitando, muitas vezes, de técnicas 

7 ^ -.1 

auxiliares paraa-identificaçãchsegura-das-substâncias ptesentjes-jia-amostra. Outro fator negativo refere-se 
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à possibilidade de utilização da cromatografia gasosa como técnica preparativa, apenas na faixa de 
microgramas e miligramas. 


2. TÉCNICAS USADAS EM CROMATOGRAFIA GASOSA 


A técnica de desenvolvimento mais usada em cromatografia gasosa é a eluição. Uma corrente de gás 


passa continuai 


pela coluna e quando a amostra vaporizada é introduzida rapidamente nesta 
i através da coluna. As substâncias presentes na amostra, depois de separadas 
um sinal para o registrador (Figura VIII-1). 



DISTANCIA 


FIGURA VIII-1 Cromatograma fornecido pelo registrador. 

^ Em um cromatograma ideal, os picos apresentam-se separados e simétricos; na prática pode haver 
sobreposição parcial devido a uma separação deficiente na coluna, ou a presença de picos com assimetria 
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frontal ou caudas. A assimetria frontal está, freqüentemente, relacionada com um excesso de amostra 
injetada ou com o uso de colunas em uma temperatura abaixo do ideal para uma determinada análise. As 
caudas aparecem devido às falhas na técnica de injeção da amostra, ou devido à adsorção excessiva na fase 
estacionária ou suporte. 


Durante a análise, a temperatura da coluna pode permanecer constante (cromatografia gasosa 
isotérmica) ou sofrer uma variação, linear ou não (cromatografia gasosa com temperatura programada). A 
programação de temperatura é significativamente importante em cromatografia gasosa, já que melhora a 
separação e diminui o tempo de análise. Consiste em se começar a análise com a coluna em uma temperatura 
mais baixa, para que solutos de baixo ponto de ebulição possam eluir como picos separados. Durante a 
análise, a temperatura da coluna é aumentada com o objetivo de se diminuir a retenção de substâncias de 
maior ponto de ebulição. Além das vantagens citadas acima, a programação de temperatura faz com que 
haja uma maior simetria nos picos e uma melhor detectabilidade para aqueles picos com tempos de retenção 
excessivamente longos sob condições isotérmicas. A programação de temperatura é bastante útil quando a 
amostra é composta de substâncias com uma grande diferença em seus pontos de ebulição. 


atografia 


ciassiiicaaa em 


cromatografia gás-sólido e cromatografia gás-líquido. 

Na cromatografia gás-sólido, a fase estacionária é um sólido com uma grande área superficial e a 
separação bascia-sc cm mecanismos de adsorção das substâncias neste sólido. A cromatografia gás-sólido é 
usada principalmente na análise de gases permanentes e compostos apoiares de baixa massa molecular. 


Na cromatografia gás-líquido a fase estacionária é um líquido pouco volátil, recobrindo um suporte 
sólido ou as paredes de colunas capilares. A separação baseia-se em mecanismos de partição das substâncias 
entre a fase líquida e a fase gasosa. A utilização da cromatografia gás-líquido corresponde a cerca de 95% 
do total de aplicações. 


3. EFICIÊNCIA 


As medidas de separação das substâncias da amostra em cromatografia em coluna já foram definidas 
no Capítulo I. Aqui será visto um pouco mais sobre eficiência em cromatografia gasosa. 

A eficiência de uma coluna é medida em termos de número de pratos teóricos. Um prato teórico 
corresponde a uma etapa de equilíbrio da substância entre a fase estacionária e a fase móvel; portanto, quanto 

maior o número de pratos teóricos maior será a eficiência (picos mais estreitos). O número de pratos teóricos 
é definido por: 

n = 16 (d r / w b ) 2 

onde n = número de pratos teóricos 

dR = distância de retenção 

wh = largura do pico na linha da base 

^ Muitos fatores afetam a eficiência de uma coluna, tais como o comprimento, diâmetro interno, 
temperatura, vazão da fase móvel, volume da amostra, técnica de injeção, características das substâncias, 
etc. A comparação entre colunas de comprimentos diferentes pode ser feita utilizando a altura equivalente 
a um prato teórico (h), determinado pela equação: 

h = L / n 

onde L é o comprimento da coluna cromatográfica. 
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A utilização de d’R em vez de dR na equação que fornece o número de p 

âtos cfctivns Pcfp rpnrpcAniA n Afíníânpin dc 1X13X1611*3 


ãL — — 

evitando assim influências de volume morto no injetor 


coluna, de maneira isoiaua oo resianie uo sisi 

Pm liionr Hp Hp e d’n oara o cálculo 


caso, Wb 


VAN DEEMTER desenvolveu uma equação que relaciona a altura equivalente a um prato teórico 
velocidade linear do gás de arraste e fatores que provocam o alargamento de picos. Este estudo foi feito parí 


cromatografia gás 


utilização, 


h = A + B/u + Cu, 

onde a velocidade linear do gás de arraste éu = L/tM, e tM é o tempo em que as moléculas do soluto ficam 
na fase móvel. 

O termo A refere-se ao alargamento dos picos, devido aos diferentes caminhos seguidos pelas 
moléculas da amostra. Em uma coluna recheada, uma molécula pode ter um caminho um pouco diferente 
da outra, provocando assim o alargamento do pico. Para minimizar o termo A é necessário usar colunas com 
diâmetros internos pequenos, bem recheadas e partículas com tamanho pequeno e uniforme. 

O termo B está relacionado com a difusão molecular do soluto na fase móvel, que é proporcional à 
difusibilidade do soluto neste gás. Quanto maior a capacidade do soluto em se difundir no gás de arraste, 
maior o alargamento do pico, ocasionando uma perda na eficiência da coluna. O aumento da densidade do 
gás de arraste, quer seja por um aumento na sua massa molecular ou na pressão, provoca uma diminuição 
na difusão do soluto. É preferível, quando possível, o uso de nitrogênio ou argônio como fase móvel, devido 
a suas maiores massas moleculares. A diminuição na velocidade linear do gás de arraste provoca um aumento 
na largura dos picos, pois, neste caso, o tempo disponível para o soluto se difundir no mesmo é maior. 


Quando a fase estacionária é líquida, tem-se um filme recobrindo as partículas do suporte; quanto 

maior for a espessura deste filme, maior será o termo C e menor será a eficiência da coluna, já que termo 

está relacionado com a facilidade de transferência de moléculas do soluto da fase estacionária para a fase 

móvel. Um filme fino de fase líquida com baixa viscosidade (difusibilidade elevada) produz colunas mais 

eficientes. Para minimizar a contribuição do termo C, há necessidade ainda de se utilizar vazões menores da 
fase móvel. 


A equação anterior é melhor escrita da seguinte maneira: 



onde: 


h 

X 



Y 

Dm 

u 

Dm 

df 

Ds 


= altura equivalente a um prato teórico 
= fator relacionado com irregularidades no recheio 
= diâmetro médio das partículas do suporte 

= fator relacionado com as tortuosidades dos canais entre as partículas do suporte 
— coeficiente de difusão do soluto no gás de arraste 
= velocidade linear do gás de arraste = L / tM 
= razão de distribuição das massas = t’ R / tM 

= espessura do filme líquido 

= coeficiente de difusão do soluto no líquido da fase estacionária 
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O conhecimento dos fatores que aumentam ou diminuem a eficiência de uma coluna pode ser 
racionalmcnte utilizado no sentido de se obter, na prática, uma melhor separação das substâncias analisadas. 

1 Assim, a eficiência de uma coluna é melhorada utilizando-se partículas pequenas e de tamanho uniforme, 
existe um valor ótimo de vazão da fase móvel onde a eficiência da coluna é máxima (Figura V1II-2), devido 
a contribuição contraditória dos termos B e C da equação de VAN DEEMTER; em geral, o gás de arraste 
é escolhido de acordo com o tipo de detector usado, no entanto, uma melhor eficiência é obtida com gases 
de maior massa molecular, como por exemplo, o nitrogênio; a fase líquida escolhida deve ter baixa 
viscosidade e alta capacidade para dissolver a amostra; menores porcentagens de recobrimento são 
preferíveis para se obter separações mais rápidas e em menores temperaturas; geralmente, a diminuição da 
temperatura da coluna melhora a sua eficiência; colunas de menores diâmetros internos são mais eficientes, 
entretanto, a dificuldade no enchimento destas colunas limita a sua utilização. 




mínimo 





u ( cm/s ) 


MGURA VI 1 1 -2 Variação de h com a velocidade linear do gás de arraste. 

Outros fatores, além destes relacionados com a coluna, podem causar o alargamento de picos. São os 

chamados fatores extra-coluna como, por exemplo, volume excessivo nas ligações coluna-injetor e 

coluna-detector. Deve-se, portanto, evitar estes espaços excessivos para obtenção de uma maior eficiência 
na separação. 
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4. FASE ESTACIONÁRIA 


4.1. Fase estacionária sólida 


Na cromatografia gás-sólido, um sólido finamente dividido funciona como fase estacionária. A 
separação baseia-se na adsorção física e química das substâncias presentes na amostra neste sólido e nas 
suas volatilidades. Substâncias com a mesma capacidade de serem adsorvidas pela fase estacionária podem 
ser separadas se apresentarem volatilidades diferentes. Este sólido deve ser constituído de partículas com 
diâmetros regulares, para que as colunas resultantes apresentem uma maior eficiência. As granulometrias 
de partículas mais comumente encontradas são: malhas de 40-60, 60-80, 100-120 e 120-140 (ver Apêndice 5). 

A cromatografia gás-sólido tem aplicações limitadas devido a alguns fatores negativos. Entre eles 
pode-se destacar a não linearidade das isotermas de adsorção mesmo com pequenas quantidades de amostra, 
resultando cm picos com caudas, tempos de retenção sujeitos a uma maior variação em função do tamanho 
da amostra e adsorção irreversível. É importante salientar ainda, a possibilidade de alterações catalíticas da 
amostra, cm presença dos adsorventes a altas temperaturas. A grande área superficial destes adsorventes 
resulta cm tempos de retenção excessivamente longos, particularmente para moléculas grandes e polares. 

Se de um lado a cromatografia gás-sólido apresenta todas estas limitações em relação a cromatografia 
gás-líquido, por outro, apresenta certas vantagens como a maior estabilidade dos adsorventes a maiores 
temperaturas e ao ataque por oxigênio. Com a maioria das fases empregadas na cromatografia gás-sólido, 
não existe o problema relacionado com a sangria da coluna (volatilização constante de parte da fase 

estacionária). 

Os principais adsorventes usados cm cromatografia gás-sólido são relacionados na Tabela VIII- 1. Os 
polímeros porosos como os da Porapak e Chromosorb Century Series são os materiais mais utilizados 
atualmente. São obtidos pela polimerização de monômeros em presença de um reagente com capacidade 
de cntrecruzamento das cadeias. As características do material obtido dependem da natureza química do 
monômero, reagente de cntrecruzamento e solvente. O Porapak (Millipore-Waters) é essencialmente um 
polímero 4 do estireno ou etilvinilbenzeno, entrecruzado com divinilbenzeno, formando uma estrutura 
uniforme, com poros de tamanho específico. Este material pode ser modificado por copolimerização com 
vários outros monômeros polares, para produzir adsorventes de polaridades diferentes. Os polímeros 
porosos da Chromosorb Century Series (Johns Manville) possuem características equivalentes. Estes 
polímeros têm sido usados para a separação de compostos apoiares e polares de baixa massa molecular e 
gases permanentes. Uma propriedade importante deste tipo de material é a eluição de água e outros solutos 

polares como picos, cuja assimetria é quase desprezível. 


Tabela VIlI-1 



Alguns sólidos usados como fase estacionária em cromatografia gasosa 


Fase estacionária 
Polímeros porosos 
Carvão grafitinizado 

Sílica 

AJumina 


Aplicação 


Gases permanentes e compostos apoiares ou polares de cadeia curta 
Osômeros estruturais e geométricos 

Gases permanentes e hidrocarbonetos de baixo ponto de ebulição 
Hidrocarbonetos 


t 
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Carvão grafitinizado pode ser preparado por aquecimento de carvão a temperatura de 3000°C em 
atmosfera inerte, gerando um material cuja superfície é praticamente livre de ligações insaturadas, radicais 
livres e íons. A retenção da amostra neste material é feita nos sítios apoiares, que praticamente não possuem 
qualquer tendência em atrair moléculas com grupos funcionais, e em sítios polares, que, embora presentes 
em pequenas quantidades, podem estabelecer interações fortes e específicas com solutos polares. 

Os adsorventes baseados em sílica são obtidos em uma grande faixa de área superficial específica e 
diâmetro de poros. Juntamente com a alumina, são recomendados para a separação de hidrocarbonetos 
insaturados e saturados de baixa massa molecular, hidrocarbonetos halogenados e derivados do benzeno. 
Solutos polares são eluídos muito lentamente e os picos obtidos são, geralmente, assimétricos, devido à forte 
interação com os grupos polares existentes na superfície deste tipo de adsorvente. A retenção em sílica e 
alumina depende da área superficial específica, da presença de contaminantes polares na superfície do 
adsorvente e, também, da capacidade da substância em sofrer interações específicas como, por exemplo, a 
formação de pontes de hidrogênio. 


4.2. Fase estacionária liquida 


Um líquido pouco volátil, recobrindo um suporte sólido, funciona como fase estacionária. Este líquido 
deve solubilizar as substâncias presentes na amostra de maneira seletiva, para que não haja a eluição das 
mesmas sem a devida separação. Além disso, a fase estacionária deve ser termicamente estável e 
quimicamente inerte às substâncias na temperatura de uso. A separação das substâncias presentes na amostra 
baseia-se nas suas diferentes solubilidades na fase estacionária e nas suas diferentes volatilidades. As forças 
de interação molecular entre as substâncias a serem separadas e a fase estacionária podem ser classificadas 
em: 

a. Forças de orientação - São forças resultantes da interação entre dois dipolos permanentes e são 
reduzidas com o aumento da temperatura. 

b. Dipolo induzido - A interação ocorre entre um dipolo permanente e um dipolo induzido. Esta 
força é muito pequena, porém, um grande número de separações depende dela; de maneira geral, 
a ação desta força é diminuída com o aumento da temperatura. 

c. Dispersão - São forças que ocorrem entre todas as moléculas, devido à formação de dipolos 
instantâneos. Estas forças são fracas e independentes da temperatura. 

d. Forças de interação específica - São forças que resultam da ligação química, formação de 
complexos, pontes de hidrogênio, etc., entre moléculas das substâncias e da fase estacionária.' 

Um suporte ideal deve possuir uma área superficial específica suficientemente grande para permitir 
que a fase estacionária se espalhe de maneira uniforme formando um filme fino. Além disso, as partículas 
deste suporte devem possuir diâmetros regulares e poros uniformes, bem como apresentarem rigidez 
mecânica para evitar possíveis quebras durante a sua utilização. Idealmente, o suporte não deve interagir 
com as moléculas da amostra. Para atender a estas necessidades, os suportes sofrem uma série de tratamentos 
antes de serem utilizados: 

a. Seleção de uma faixa de diâmetro de partículas adequada, usando peneiras especiais. 

b. Remoção dos centros ativos por saturação com a fase estacionária ou por reação com agentes 
silanizantes (diclorodimetilsilano, hexametildisilazano), ácidos (HC1 e HNO 3 ), ou bases (KOH, 
NaOH). 
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c. Recobrimento do suporte com materiais não polares, como, por exemplo, um filme metálico 
(prata, ouro) ou plástico. 

í*r\. J 

Como já foi indicado anteriormente, a eficiência de uma coluna é aumentada pela utilização de 
partículas de menor diâmetro. No entanto, a diminuição no diâmetro das partículas gera uma maior 
resistência ao fluxo da fase móvel; na prática, utilizam-se partículas com malha de 80 - 100 ou 100 - 120. 

O mais extensivo tratamento químico, incluindo a silanização, não pode remover por completo os sítios 
ativos, o que provoca o aparecimento de picos assimétricos quando se analisa substâncias fortemente ácidas 
ou básicas. Para contornar esta dificuldade podem-se adicionar agentes redutores de caudas. Aminas podem 
ser eluídas na forma de picos simétricos pela adição de hidróxido de sódio, polictilenoimina ou 
polipropilenoimma. Para a eluição de substâncias ácidas pode-se adicionar ácido fosfórico. Estes 
modificadores são adicionados ao suporte antes da fase estacionária ser incorporada ao mesmo. 

Os suportes mais usados atualmente são baseados em terras diatomáceas. São esqueletos silicosos de 
diatomáceas aquáticas transformadas geologicamente em um material poroso. Este material é 
essencialmente sílica microamorfa, contendo pequenas quantidades de alumina e óxidos metálicos como 
impurezas. Este material é muito frágil para ser usado como suporte, sendo necessária a sua calcinação em 
temperaturas maiores que 900°C, de tal modo a se conseguir rigidez mecânica adequada. Quando esta 
calcinação é efetuada na presença de carbonato de sódio, o suporte obtido é branco, caso contrário apresenta 
coloração rosa. O exemplo mais comum de suportes baseados em terras diatomáceas são os Chromosorb. 
Os suportes de cor rosa, como Chromosorb P e A, são mais duros, possuem uma maior densidade de 
empacotamento, maior área superficial e maior capacidade. Podem ser usados com fins analíticos ou 
preparativos. Os suportes brancos, como o Chromosorb W e G, são mais frágeis, menos densos e possuem 
uma menor área superficial e capacidade, sendo utilizados principalmente em colunas analíticas. 

O tefion também tem sido usado como suporte. Sendo bastante inerte, torna possível a análise de 
compostos corrosivos e altamente polares; no entanto, as colunas obtidas são menos eficientes devido à 
dificuldade de adesão da fase líquida neste suporte, e sua baixa resistência mecânica. 

Existem centenas de líquidos disponíveis comercialmente que podem ser usados como fase estacionária 
em cromatografia gás-líquido. Estes líquidos devem ser termicamente estáveis e sua volatilidade ou pressões 
de vapor devem ser desprezíveis na temperatura de analise. Devem, ainda, ser seletivos para as substâncias 
presentes na amostra e não devem interagir de maneira irreversível com estas. 


A volatilidade da fase estacionária determina a temperatura máxima cm que ela pode ser usada. Acima 
desta temperatura ocorre uma perda da fase líquida (sangria), que pode afetar a análise devido à detecção 
dos compostos eluídos, e provoca uma diminuição no tempo de vida da coluna. A perda da fase líquida por 
volatilização é um fato bastante indesejável quando se usa programação de temperatura. Algumas fases 

estacionárias líquidas, em baixas temperaturas, apresentam uma fase de transição sólido-líquido que impõe 
um limite inferior de temperatura de uso. 


grande número de fases líquidas dispo 


para classificá-las. Geralmente, são usados os números de ROHRSNEIDER ou McREYNOLDS 
determinados a partir do índice de retenção de KOVATS. 

O índice de retenção de KOVATS. I, é definido como cem vezes um número hipotético que c igual 
ao número de átomos de carbono de um alcano saturado de cadeia normal, que tem o mesmo tempo dc 

r _ * \ mi» a • / f . . * 


composto 


determinado, usando-se um gráfico, que relaciona o número de átomos de carbono 


plicando 


dos tempos de retenção ajustados destes alcanos ( Figura VIII-3), ou pelo 
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I = 100 z + 100 


onde: 


t’Rx 

t’R z e t’R( z + i) 


log t’Rx 


- logfRz 


logt’R(z + l) - logfRz 


tempo de retenção ajustado do composto x 


alcanos de cadeia 


intermediário a t*Rz e t’R( z + i). 


f 


. o: 


CD 

O 




FIGURA VIII-3 Determinação do índice de retenção para um composto, X, com tempo de retenção ajustado, t O índice de 

retenção do composto X é cem vc/cs o valor X lido na abscissa. 


A comparação entre o índice de retenção para um dado composto em uma coluna com fase estacionária 
apoiar e em outra com fase estacionária polar está relacionada com a polaridade da fase estacionária. 
Geralmente, a fase estacionária apoiar c o esqualano, tomado como padrão: 

AI = I (polar) - 1 (apoiar) 


Quanto maior o valor de Al, maior será a polaridade da fase estacionária analisada. 

ROHRSNEIDER determinou o valor de Al paraben/eno, ctanol, 2-butanona, nitrometano e piridina, 
para diversas fases estacionárias, usando esqualano como fase apoiar. Os números de McREYNOLDS são 
determinados usando-se alguns outros compostos para a determinação dos índices de retenção. Estas 
determinações são feitas em iguais condições experimentais (20% de fase cm Chromosorb W-AW, malha 

80-120, a 120°C). 


A Tabela VW-2 relaciona, a título de exemplificação, algumas fases estacionárias líquidas. Nos livros 
referenciados no final deste capítulo, o leitor poderá encontrar tabelas mais completas. 
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Como já foi indicado anteriormente, as fases líquidas possuem uma temperatura limite de uso. Muitas 
vezes, mesmo abaixo desta temperatura limite, ocorre sangria da fase estacionária, principalmente quando 
da utilização de propamação da temperatura. Este inconveniente pode ser contornado com a utilização de 
fases estacionárias imobilizadas. Neste tipo de material, a fase líquida pode ser ligada quimicamente ao 
suporte, geralmente sílica, por métodos físicos ou químicos específicos. Reações de entrecruzamento entre 
as moléculas da fase estacionária também têm sido usadas com o objetivo de torná-las menos voláteis. 

As fases imobilizadas são termicamente mais estáveis e podem ser utilizadas em temperaturas de 80 a 

90°C superiores as usadas quando as mesmas fases são simplesmente espalhadas sobre o suporte. O filme 

formado na superfície do suporte é extremamente fino e uniforme resultando em colunas mais eficientes com 

menores tempos de retenção. Algumas fases são hidroliticamente instáveis, o que limita a escolha do solvente 
para a amostra. 


5. EQUIPAMENTO PARA CROMATOGRAFIA GASOSA 

O esquema básico de um cromatógrafo a gás é mostrado na Figura Vlll-4. 
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FIGURA VIII-4 Fsqucma dc cromatógrafo a gás. 

1: Fonte do gás de arraste 

2: Controlador da vazão e regulador de pressão 

3: Sistema dc injeção da amostra 

4: Coluna cromatográfica 

5: Sistema dc detecção 

6: Registrador 

7: Termostato para injetor (a), coluna (b) c detector (c). 


5.1. Fonte do gás de arraste 


A fase móvel, sendo gasosa, torna possível um equilíbrio rápido entre ela e a fase estacionária, fazendo 
da cromatografia gasosa um sistema altamente eficiente. Um cilindro contendo o gás sob alta pressão serve 
como fonte do gás de arraste (fase móvel), que levará as substâncias presentes na amostra para fora da coluna, 
quando elas não estiverem interagindo com a fase estacionária. Os gases mais usados como fases móveis são 
o nitrogênio, hélio, hidrogênio e argônio. O gás de arraste não deve interagir com o recheio da coluna, deve 
ser barato, disponível e compatível com o detector usado. Deve também apresentar alta pureza, sendo 
aconselhável o uso de filtros contendo sílica gel ou peneira molecular, entre o cilindro e o instrumento, para 
eliminar traços de água e hidrocarbonctos. A eliminação de oxigênio é mais difícil. No entanto, existem filtros 
especiais com esta finalidade, disponíveis comercialmente. A presença de impurezas no gás de arraste não 
afeta a separação cromatográfica dc maneira significativa, mas sim a estabilidade e resposta dos detectores. 
A magnitude deste problema aumenta com a maior sensibilidade do detector. Quando se utiliza a 
programação dc temperatura, a pureza do gás de arraste também é crítica; as impurezas podem ficar retidas 
no topo da coluna e com o aumento da temperatura são eluídas junto com as demais substâncias da amostra. 
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5.2. Controladores de vazão e de pressão 


* A vazão do gás de arraste deve ser constante durante a análise, independentemente de variáveis 

operacionais tais como pressão na entrada da coluna, pressão na saída do detector, tempera ura ’ e c ; para 
que haja reprodutibUidade nos tempos de retenção; a análise quantitativa também é afetada por vanaçoes 

de vazão, devido à mudança nas áreas dos picos. 

O controle da vazão é efetuado por controladores de pressão e/ou controladores de fluxo. Os 
controladores de pressão efetuam uma constrição manual do fluxo de gás para mante co p 

na entrada do sistema cromatográfico. O segundo estágio das válvulas do cilindro eg ev vuas 

são exemplos de controladores de pressão. Quando a temperatura da coluna e pressão na sa.da da mesma 
ou do detector são mantidas constantes, este tipo de controlador é eficiente. Com a mudança da empe ra ura 

durante a análise (programação de temperatura), ou quando se deseja adaptar um sistema 

ou detector com a finalidade de coleta do efluente (fins preparativos), a pressão e entra a man ta 
constante, mas a vazão é alterada. Nestes casos há necessidade de controladores de fluxo para 

constante durante toda análise. 


53. Sistema de injeção da amostra 


-£■ A injeção da amostra deve ser feita de tal maneira que se obtenha uma banda única e estreita, sendo 
que falhas na técnica de injeção podem causar assimetria nos picos. A quantidade de amostra injetada não 
deve ultrapassar a capacidade da coluna, determinada pela quantidade de fase estacionária. Deve também 
ser reprodutível para tornar possível a análise quantitativa. A eficiência de uma coluna é influenciada pelo 
volume de amostra injetada; uma diminuição no volume injetado provoca um aumento na eficiência da 
coluna. Quando os picos são assimétricos o volume da amostra influencia os tempos de retenção. Assim, 
picos com assimetria frontal terão um maior tempo de retenção à medida em que o volume da amostra 
injetada aumenta; o inverso ocorre para picos com caudas. O sistema de injeção deve ser aquecido em uma 
temperatura suficiente para que ocorra a vaporização total da amostra. 

A injeção de gases é comumente feita através de uma seringa ou de válvulas. Às vezes, usa-se a injeção 
de gases em solução. O emprego de válvulas resulta em excelente reprodutibilidade (0,5%). No entanto, há 
necessidade de balanceamento da pressão e vazão. Estas válvulas são mais facilmente danificadas com o uso 
prolongado. As seringas utilizadas para a injeção de gases são construídas de modo a evitar vazamentos. A 
injeção é feita introduzindo-se a agulha através de um septo. Esta técnica de injeção é simples e utiliza o 
mesmo sistema empregado na injeção de líquidos. A reprodutibilidade na injeção de gases por este sistema 
é de ± 1%. 

A injeção de amostras líquidas pode ser feita usando-se microsseringas e, mais raramente, válvulas. A 
injeção através de um septo, com o emprego de microsseringas, é bastante reprodutível (± 1%). O septo, 
construído de silicone e/ou teflon, pode apresentar dois tipos de problemas: vazamentos, devido a injeções 
repetidas, o que faz com que haja a necessidade de trocas periódicas do mesmo e sangria, causando 
instabilidades na linha de base e aparecimento de picos fantasmas, quando se utiliza a programação de 

temperatura. 

Sólidos são geralmente dissolvidos em um solvente adequado e analisados sob a forma de solução, 
porém, também existem dispositivos para a vaporização e injeção diretamente do sólido. 
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5.4. Coluna cromatográfíca 


>, A coluna cromatográfica é um tubo longo, contendo a fase estacionária. Este tubo pode ser de cobre, 
aço inox, alumínio, vidro, sílica fundida, teflon, etc. Idealmente, o material de construção da coluna não deve 

interagir com o recheio e nem com as substâncias presentes na amostra. 

As colunas podem ser classificadas em recheadas (analíticas e preparativas) e capilares (Tabela V1IT3 
e Figura VII 1-5). 



Tabela V1II-3 


Comparação entre colunas recheadas analíticas e colunas capilares 


Parâmetro 

Recheada 

analítica 

Capilar 

Diâmetro interno (mm) 

1 -4 

0,15-0,75 

Comprimento (m) 

1 -3 

10 - 100 

Pratos teóricos por metro 

2400 

3000 

Espessura do filme líquido (pim ) 

5 

0,5-2 

Granulometria das partículas 
(malha) 

80-100 

- 

Vazão média (mL/min) 

20-60 

1 -5 

Volume da amostra (ptL ) 

0,2 - 20 

0,001 -0,5 



FIGURA VHI-5 Tipos dc coluna para cromatografia gasosa, a: coluna recheada analítica; b; coluna capilar com parede recoberta; 

c: coluna capilar com suporte recoberto; d: coluna capilar com camada porosa. 
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Atualmente, as colunas recheadas são construídas prefcrcncialmcntc com aço inox ou vidro. Nas 
colunas de vidro a amostra pode interagir com grupos silanol, provocando o alargamento dos picos. Isto po c 
ser evitado, silanizando-se a coluna antes de seu enchimento. Colunas de tcílon, ou revestidas c 

usadas na análise de compostos corrosivos. O formato da coluna varia de acordo com o aparelho, (j 

• « /lo /-rJiina hem como o seu diâmetro 

são espirais para poder ocupar um menor espaço. O comprimento * 

interno dependem dos propósitos da análise, em escala analítica ou preparativa. 

As colunas recheadas analíticas possuem um diâmetro interno de 1 a 4 mm e co P V » 

usualmente, a referência a dimensões é feita em pés (comprimento) e polegadas ' ^ 

... .. . 100 mm V nossibihtando a mjcçao de uma 


quantidade 


a v iqcü cõn ranilares muito finos, com 

As colunas capilares foram introduzidas por GOLAY em 1958. P - 

• , ^uiíiüinOm O material de construção 

diâmetros internos de 0,15, 0,32, 0,53 e 0,75 mm e comprimentos de 1U a iuu m. 

nor ser altamente inerte, 

destas colunas pode ser níquel, aço inox, vidro ou, preferivelmente, sílica » P 

_ 1 • i n / • 


pura e produzir colunas flexíveis. 


(WCOT) 


oao uisponiveis vários iipob uc cuiuima cupuai — , 

possuem a parede interna do capilar recoberta com um filme da fase estacionária. Nas colun' P 
suporte recoberto (SCOT), a parede interna do capilar é recoberta com uma camada de ú 
(suporte) recoberto com a fase estacionária líquida. Se a parede do capilar for recoberta ape 

camada do adsorvente que, neste caso, é a própria fase estacionária, tem-se as colunas capilares co 

porosa (PLOT). Atualmente, têm-se usado fases estacionárias imobilizadas ou quimicamente liga 


(WBOT) 


~t> 


Nas colunas capilares há um aumento significativo no número dc pratos leoricos, pois a pressão é muito 
menor que em colunas recheadas e, conseqüentcmente, o comprimento da coluna pode ser muito maior. 
Outras vantagens no uso de colunas capilares são a eliminação do alargamento de bandas devido a 
irregularidades no enchimento, bem como análises mais rápidas, mesmo em temperaturas baixas. 

As colunas capilares devem apresentar estabilidade física c química. A primeira refere-se à estabilidade 
do filme depositado sobre as paredes do capilar. Altas velocidades do gás de arraste tendem a deslocar o 
filme, tornando-o não homogêneo e possibilitando a formação dc bolhas. Por outro lado, pode haver perdas 
da fase estacionária por volatilização. As colunas com fase imobilizada, disponíveis no mercado, fazem com 

que estes problemas sejam minimizados. 


A instabilidade química ocorre quando as fases, em altas temperaturas ou cm contato com a superfície 
ativa dos capilares, sofrem decomposição, formando produtos que são arrastados para fora da coluna, 
causando uma instabilidade da linha de base. As alterações que ocorrem nas suas estruturas originam 
mudanças nas suas características de retenção. 


Impurezas presentes no gás de arraste também podem levar à decomposição química da fase 
estacionária. Praticamente, todas as fases estacionárias são afetadas pelo oxigênio, devido ao seu poder 
oxidante. A água, presente no gás de arraste ou mesmo nas amostras injetadas, pode atuar de maneira 
indesejável, nas fases imobilizadas, causando hidrólise ou quebra de ligações entre a fase estacionária e a 
superfície do capilar. 

O volume de amostra injetado dependerá do tipo de amostra analisada e das dimensões da coluna 
(Tabela VIIT4). Em colunas preparativas, pode-se injetar um maior volume que cm colunas analíticas. 
Atualmente, tem-se dado grande ênfase à utilização de colunas capilares, tornando necessário um sistema 

especial para a injeção de pequenos volumes. Este sistema consta na divisão da amostra injetada, fazendo 
com que apenas uma pequena porção dela entre na coluna. 
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Tabela VIII-4 

Volumes de amostra para diferentes tipos de coluna 

Tipo de coluna 


Volume da amostra 


Gases 

Líquidos 

Preparativa 

0,05 - 1 L 

0,02 - 1 mL 

Analftiea 

0,5 - 50 mL 

0,2 - 20//L 

Capilar 

0,1 - ÍO/^L 

0,001 - 0,5 yW L 


« I 

5.4.1. Preparação de colunas recheadas 

Primeiramente, a fase líquida, dissolvida em um solvente conveniente, é misturada ao suporte. O 
solvente 6 removido por evaporação sob agitação lenta e contínua, para evitar quebra das partículas e 
favorecer o rccobrimcnto do suporte de maneira homogênea. Este procedimento é satisfatório para a 
preparação de recheios com porcentagens de fase líquida variando entre 10 e 30%. Para menores 
porcentagens de fase líquida é mais conveniente a técnica de filtração. Esta técnica consiste na filtração da 
suspensão formada pelo suporte, fase estacionária e solvente, e evaporação do solvente remanescente, 
seguindo os mesmos cuidados citados anteriormente. 

Após o recheio estar devidamente pronto, este pode ser introduzido dentro do tubo de vidro ou aço 
inox de tamanho previamente definido. Os tubos, especialmente os metálicos, necessitam de um processo 
prolongado de limpeza que envolve a passagem sucessiva de uma série de solventes e soluções: 

diclorometano, acetona, água, ácido nítrico ou ácido clorídrico concentrados, hidróxido de amónio, 

# 

N-mctilpirrolidona, acetona e, por último, o solvente empregado no preparo do recheio. Tubos de vidro são 
silanizados, após o processo de limpeza, para recobrimento dos sítios ativos remanescentes. 

() enchimento da coluna é feito com o auxílio de uma bomba de vácuo ligada a uma das extremidades 
do tubo, na qual foi colocado um tampão de lã de vidro. Durante o enchimento da coluna pode-se usar um 
vibrador para que este seja mais homogêneo. Após a coluna ter sido completamente recheada, coloca-se um 

outro tampão de lã de vidro na outra extremidade do tubo. 

Antes da utilização da coluna, há necessidade de uma etapa de condicionamento para retirar o restante 
do solvente utilizado no preparo da fase estacionária e outras impurezas voláteis. A coluna é colocada no 
cromatógrafo com a saída para o detector desligada do mesmo; com o gás de arraste passando pela coluna, 
a sua temperatura é aumentada lentamente, até uma temperatura 20°C acima da temperatura máxima em 
que a coluna deverá ser utilizada. Esta temperatura não deve exceder à temperatura limite de uso da fase 
estacionária. O tempo de condicionamento depende da natureza da fase estacionária, variando entre horas 

e até dias. 

5.4.2. Preparação de colunas capilares 

A preparação de colunas capilares é mais complexa devido a dificuldades em se obter um filme 
uniforme sobre toda superfície interna do capilar. O leitor interessado poderá encontrar detalhes nos livros 
textos citados no final deste capítulo. 
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5.5. Sistema de detecção 


onde são separadas, e chegam ao 


, . co j una onde sao scpaidua.i, ^ 

As substâncias presentes na amostra passam atrav s ’ n|csdos(lclcc , orcs . Na prática, 

IctorriQ /I/* A cpniiir cprün HlcUmíiS CSTâCtCriS ^ .. i * „ 


sistema de detecção. A seguir serão indicadas algumas 
nem todas estas características podem ser 
tipo de análise a ser realizada. 


:ZZ então, cscoibc-se o detector que meihor se adapta ao 


•P 


a. 


b. 


c. 


Seletividade - Os detectores podem responder a todas as SU ^""^ C s r jò m dUos de resposta 
variação da composição do gás de arraste que sai da co una, e, n ^ e sãQ mais scns íveis 

universal. Detectores seletivos respondem a apenas uma c asse e esnecíficos que 

is. Além desses dois tipos de detectores, existem -bem - ^ “S, q ue 


UUC UUlVCIàdlb. -‘h , ^nÍPITI 

respondem a um (ou a poucos) clemento(s), independente das substancas que os 

A sensibilidade é definida como a mudança na resposta do detector cm função da qua^ ^ 

detectada. Os detectores são classificados em duas categorias, de acor ° com sensíveis 

operação. Os detectores cuja resposta d independente da va/ao da ase m )ve s ' _ 

à velocidade de fiuxo de massa. Nestes detectores a sensibilidade é defimda como a razao da a a 
do pico pela massa injetada. Nos detectores sensíveis à concentração, a resposta varia cm ç 
da vazão da fase móvel. Neste caso, a sensibilidade 6 definida como o produto da arca do pico pc 
vazão da fase móvel dividido pela massa da amostra. A medida da sensibilidade é uli izat a como 
termo de comparação entre detectores da mesma categoria. Para este tipo de comparaçao sao 
empregados a mesma coluna, amostra, e, obviamente, os mesmos valores no 

clctrômctro/amplificador e atenuação. 

Ruído - São deflexões da linha de base num certo período de tempo, representando efeitos 
eletrônicos do sistema dc detecção. Este ruído pode ser estático, quando representa a instabilidade 
do detector isolado do cromatógrafo, e/ou dinâmico, observado em condiçoes normais de 

operação. Idealmcntc, os dois valores devem ser próximos. 


d. Quantidade mínima detectável - Alguns detectores conseguem detectar quantidades dc uma 
substância na faixa de picogramas (10 ^ g) ou menos, enquanto que outros detectam apenas 10 g. 
O nível de ruído do detector determina esta quantidade mínima detectável, definida como a 
quantidade de amostra que gera uma resposta duas vezes maior que o nível de ruído. A quantidade 
mínima detectável é dependente de parâmetros relacionados com a coluna e pode ser usada para 
comparar detectores quanto a sua resposta quantitativa. 


e. Faixa linear - Uma análise quantitativa depende da relação entre a concentração e resposta do 
detector, ou seja, intensidade do sinal gerado para uma determinada quantidade de amostra. Faixa 
linear 6 definida como a razão entre a maior e menor concentração da amostra, onde a resposta 
do detector é linear (desvio de 5%). O detector deve responder de maneira linear a uma grande 
faixa de concentração da substância presente na amostra. 


f. Outras características - Os detectores devem ser, quando possível, insensíveis a alterações de vazão 
e de temperatura e também devem ser resistentes às condições de trabalho. 


Os detectores podem ser classificados em integrais ou diferenciais (Figiira V1II-6). Os detectores 
integrais, também chamados de cumulativos, respondem à massa total da substancia em uma zona eluída. 
Quando o gás de arraste passa pelo detector, gera uma linha de base; uma substância da amostra ao ser 
eluída gera uma subida da linha de base, cuja altura é proporcional a sua concentração (D na Figura VIII-6a)\ 
a eluição de uma nova substância gera uma nova subida da linha de base. Os detectores diferenciais ou 
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A seguir serão discutidos alguns dos detectores mais usados em cromatografia gasosa. 


;;jm 
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5.5.1. Detector por condutividade térmica 


São detectores de resposta universal, sensíveis à concentração. Seu funcionamento aseia se no 
princípio de que um corpo quente perde calor a uma velocidade que depende da composição os gases que 
o circundam. Assim, a velocidade de perda do calor pode ser usada como uma me i a a composição do 
gás. A Figura VIII-7 mostra um esquema do detector por condutividade térmica. 


<3 


GAS DE ARRASTE 

PURO 


EFLUENTE DA 
COLUNA 



REFERÊNCIA 


SAIDA 


BLOCO DO DETECTOR 


SAIDA 


CELA DE AMOSTRA 


b 


AJUSTE DE 
ZERO 



FONTE DE CORRENTE 
CONTÍNUA 


FIGURA VIII -6 Cromalogramas típicos obtidos com detectores integrais (a) e diferenciais (b). 

FIGURA VIII-7 Esquema de um detector por condutividade térmica. 

a. corte do bloco do detector 

b. ponte de Wheatstone 
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Neste detector, o corpo quente é um conjunto de filamentos de metal (platina, tungsténio, níque ) 
dentro de um bloco metálico. A linha de gases é montada de forma que somente o gás de arraste passe por 
uma das celas contendo os filamentos, enquanto que o efluente da coluna passa pela outra. Os filamentos 
aquecidos, ligados formando uma ponte de Wheatstone, perdem calor de maneira constante quando somente 
o gás de arraste passa pelas duas celas. Essa perda de calor gera um sinal constante que é registrado na forma 
de linha de base. Quando há moléculas da amostra saindo da coluna junto com o gás de arraste, ocorre a 
perda de calor pelo filamento nesta cela, em uma velocidade menor, gerando um sinal. 

O gás tie arraste usado com este detector deve ter uma condutividade térmica elevada, isto é, massa 
molecular pequena. Pela Tabela VlII-5 pode-se concluir que o hidrogênio e hélio são os melhores gases para 
serem usados com este tipo de detector. A amostra é constituída, geralmente, de moléculas com uma massa 
molecular elevada, provocando, portanto, uma diminuição na condutividade térmica do gás que circunda o 
filamento aquecido. A perda de calor pelo filamento em uma velocidade menor é medida para gerar um 
sinal. 



Tabela VII 1-5 


Característica de alguns gases usados como 

fase móvel em cromatografia gasosa. 


Gás 

Condutividade térmica 

a 100°C 

Viscosidade 

a 100°C 
fÀ Pa.s 

Argônio 

20,9 

27,0 

Dióxido de carbono 

20,5 

18,9 

Hélio 

162 

22,8 

Hidrogênio 

205 

10,3 

Nitrogênio 

30,5 

20,8 


Este detector não destrói a amostra que clui da coluna, possibilitando a sua recuperação na mesma 
forma química em que foi injetada, sendo útil para fins preparativos. 

As melhores condições de operação deste detector podem ser conseguidas usando-sc um gás com alta 
condutividade térmica, aumentando-se a temperatura do filamento, diminuindo-se a temperatura do bloco 

e reduzindo-se a vazão do gás de arraste. 


5.5.2. Detector por ionização em chama 

Este detector é bastante popular devido a alta sensibilidade e resposta quase universal, apesar de 
responder a propriedades do soluto; é sensível ao fluxo de massa passando por ele cm um determinado 
tempo. O gás de arraste chega ao detector e uma chama produzida pela combustão de ar e hidrogênio queima 
e ioniza algumas das moléculas presentes nesta corrente gasosa (impurezas presentes no gás de arraste, 
produtos originados das sangrias da coluna e septo). Quando moléculas da amostra presentes no gás de 
arraste chegam ao detector, elas são queimadas na chama, ocorrendo a formação de íons, que são coletados 
por um eletrodo. A quantidade de íons formados quando a amostra está presente no gás eluente é muito 
maior que a quantidade formada quando somente o gás de arraste está sendo queimado. A corrente gerada 
é convertida em voltagem, amplificada e captada pelo registrador (Figura VJII-8). 
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FIGURA VIII-8 Esquema de um detector por ionização em chama. 


Este detector responde satisfatoriamente a quase todos os compostos, com exceção de: I lc, Ar, Kr, 

Xe, 0 2 , N 2 ,H 2 S, NO, SO2 , N 2 O, NO2 , CO, CO2 , COS, SiCU , SÍHCI3 e SiF 4 . É pouco sensível a C'S 2 e a 
água, que, portanto, podem ser utilizados como solventes para as amostras injetadas. 

A magnitude do sinal é proporcional ao número de átomos de carbono (e hidrogênio) na molécula, 
sendo diminuída pelo processo de captura de elétrons, envolvendo grupos eletronegativos formados na 
combustão. 

A eficiência do detector depende, também, da razão das vazões dos gases que alimentam a chama. Em 
geral, boa sensibilidade e estabilidade são obtidas usando a proporção de 1 : 1 : 10 para o gás de arraste, 
hidrogênio e ar comprimido, respectivamente. 

Este detector é bastante usado em bioquímica, como, por exemplo, na análise de esteróides. A presença 

de oxigênio ou enxofre nas moléculas diminui a resposta, mas, mesmo assim, pode ser usado na análise de 
compostos como ácidos orgânicos e ésteres de ácidos graxos e dicarboxílicos. 

5.5.3. Detector por captura de elétrons 

Este detector é seletivo, respondendo muito bem a halogenetos orgânicos, aldeídos conjugados, 
mtrilas, nitratos e organometaheos. É praticamente insensível a hidrocarbonctos, álcoois e cctonas. A 


162 




sensibilidade sclcliva a halctos faz com este detector 
clorados. 


seja partieularmente útil na análise de pesticidas 


Quando o gás de arraste (N 2 ) passa pelo detector, é ionizado por partículas bela emitidas por fontes 
de 3 H ou 63 Ni. Os elétrons produzidos neste processo são coletados em um ânodo, gerando uma corrente 
que é amplificada por um eletrômetro, resultando a linha de base. Moléculas eluindo da coluna, capazes de 
capturar elétrons, diminuem esta corrente, gerando um sinal proporcional a sua concentração (Figura 

VJII-9). 


SAIDA 


ELETRODO 

COLETOR 



FIGURA VIII-9 Esquema de um detector por captura de eictrons. 


Fontes de fornecem maiores faixas lineares, no entanto, a sua temperatura máxima de uso c de 
cerca de 220°C, o que em certos casos pode levar à contaminação do detector, quando da análise de 
compostos de massa molecular elevada, ou mesmo devido à sangria da coluna. As fontes de 63 Ni podem ser 
aquecidas a maiores temperaturas (350°C), no entanto, apresentam uma menor faixa linear. Esta faixa linear 
reduzida é a grande desvantagem do detector por captura de elétrons, o que, em certos casos, é bastante 


inconveniente. 


O detector por captura de elétrons, gcralmcntc, emprega nitrogênio com alto grau de pureza como 
fase móvel. Traços de água ou oxigênio afetam a sua sensibilidade c linearidade. 





5.5.4. Detector tcrmiônico 


Os detectores termiônicos são detectores por ionização, onde utilizam-se sais de melais alcalinos em 

n i 1*1 
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um plasma gerado pela aplicação de um potencial elétrico adequado cm um fluxo de ar c hid 


mnpniD 


Nestes detectores existe uma pérola de um sal de metal alcalino (brometo de césio ou sulfato de 
rubídio), eletricamente aquecida e colocada entre o queimador c o eletrodo coletor. A fonte c mantida cm 
um potencial negativo para evitar a perda dos íons do metal alcalino, c para anular a resposta do detector 
no modo de ionização de chama. Na região da pérola existe a chama ou um plasma suportados pelo fluxo de 
ar e hidrogênio. A ação catalítica do metal alcalino cm compostos contendo nitrogênio ou fósforo forma íons 
com carga negativa, que são coletados no ânodo (eletrodo coletor) para produzir uma corrente. A Fieira 
VIII-10 mostra um esquema do detector tcrmiônico. 
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FIGURA VIII-10 Esquema de um detector tcrmiônico. 

A seletividade e sensibilidade são dependentes de variáveis 


experimentais, principalmcnte, corrente 


de aquecimento da pérola, potencial do queimador, escolha do gás de arraste, vazão de ar e hidrogênio e 
posição da pérola. 

O detector termionico é bastante utilizado cm análises ambientais e biomédicas para a determinação 
de pesticidas e drogas. 

A Tabela VIIT6 resume algumas propriedades dos detectores acima relacionados. 




Tabela VII 1-6 
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Algumas características de detectores comumente usados em cromatografia gasosa. 


Característica 


Conriiitividade 


Térmica 


Ionização 
fm Chama 


Captura de 


Termiônico 


Elétrons 


Princípio de operação 


Tempo de resposta 
I emp máx. de operação 

Gás de arraste 

Sensibilidade (g/s) 

Ouant. mínima 
dctectável (g) 

Estabilidade 

Faixa de linearidade 

Seletividade 

r I •• 

I ipo 

Aplicação (cx.) 


Condutividade 
do gás 


Chama de H2 + O2 Perda de corrente por 
(2000°C) captura de elétrons 


100 - 150 ms 1 ms 


1 - 5 s 


Plasma de 1 12 -F O2 
na presença 
de metal alcalino 


450°C 

400°C 

He, Ü2, N2, Ar, 

IIc, N2 

6x10''° 

9 x 10' 13 

10' 8 (CI I.t) 

(alcanos) 
2x 10' 12 


(alcanos) 

boa 

excelente 

10 4 

10 8 

unive rsal 

compostos 

orgânicos 

não destrutivo 

destrutivo 


225°C ( 3 H) 

400"C ( 63 Ni) 

N2, Ar + 10%CIl4 

10' H (CCl4) 

2x 10' 14 ( 3 II) 

4x 10' 12 ( 63 Ni) 

regular 

1000 ç*i i) 

100 C Ni) 

compostos com 
halogénios, nitratos, etc. 

não destrutivo 


300°C 

N2-fosforados 

He-nitrogenados 

10’ 14 -fosforados 

10' 13 -nitrogenados 

2 x 10’ 12 (paration) 

2 x 10* IO (azobcnzeno) 

regular 

10 4 

compostos contendo 
P ou N 

destrutivo 



compostos 

orgânicos 


pesticidas clorados 


pesticidas fosforados 
e nitrogenados 



5.6. Registrador 


O^sinal gerado pelo detector, quando a amostra passa por ele após eluir da coluna, é registrado 
graficamente. Os registradores usados em cromatografia gasosa são do tipo potenciométrico e operam na 
escala de 1 mV, com um tempo de resposta de um segundo ou menos. 

Os sinais podem também ser processados em integradores ou microcomputadores acoplados ao 
detector que, alem de apresentarem os cromatogramas, registram os tempos de retenção c as áreas de cada 
pico. Os microcomputadores apropriadamente programados podem fornecer outros dados calculados a 

partir do cromatograma. 


5.7. Termostato 


Durante uma análise, as temperaturas do injetor, coluna e detector necessitam ser controladas. O 
injetor deve ser aquecido a uma temperatura alta para que haja vaporização total da amostra, porém, 
suficicntemcnte baixa para que não haja decomposição térmica da amostra injetada. O sistema de 
aquecimento da coluna deve manter a sua temperatura constante durante a análise, no caso de cromatografia 
gasosa isotérmica, ou fornecer uma variação da temperatura, de maneira reprodutível no caso de 
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programações. O controle de temperatura da coluna deve ser rigoroso e reprodutível para que não haja 
alterações nos tempos de retenção durante as análises. A temperatura de uso de uma coluna c limitada pela 
fase estacionária usada, como foi visto na secção 4.2, deste capítulo. A influencia da temperatura no detector 
depende do detector usado. Basicamente, a temperatura deve ser suficicntcmcntc alta, para que não haja 
condensação da amostra eluída da coluna, mas dentro dos limites especificados para cada detector. 


6. ANÁLISE QUALITATIVA 


A cromatografia gasosa é uma técnica que permite a separação das substâncias presentes na amostra, 
podendo ser usada também para sua identificação. 

A identificação pode ser feita comparando-se o tempo ou volume de retenção de um padrão com o da 
amostra. Se um composto conhecido possui o mesmo tempo de retenção que um dado composto na amostra, 
pode tratar-se da mesma substância. Isto não é conclusivo, porque dois compostos podem ter o mesmo tempo 
de retenção em determinadas condições de análise. O tempo de retenção pode ser corrigido para eliminar 
a influência do tempo em que a substância fica na fase móvel, então compara-se o tempo de retenção ajustado 


O melhor método, usando dados de retenção, compara o tempo de retenção ajustado da amostra em 

relação a um padrão, com o tempo de retenção de um composto conhecido relacionado com este mesmo 

padrão. Este método, chamado retenção relativa, é de fácil obtenção c depende apenas da temperatura da 
coluna e tipo de fase estacionária usada. 


A identificação também pode ser feita relacionando-se o logaritmo de um dado de retenção (por 

exemplo, Tr) com uma propriedade da amostra (temperatura de ebulição, número de átomos de carbono, 

massa molecular, etc.). Em análises usando programação de temperatura, relacionam-se estas propriedades 

com o parâmetro de retenção ( não se usa a escala logarítmica). Este método é empregado quando se deseja 
identificar um membro de uma série homóloga. 


O índice de retenção definido por KOVATS, alem de ser usado para a comparação entre fases 
estacionárias, também pode ser usado para a identificação. O índice de retenção tem a vantagem de variar 
muito pouco, ou de maneira linear, com a temperatura (pelo menos em colunas pouco polares). 

Se estes dados de retenção forem obtidos empregando-se duas ou mais colunas c/ou detectores 
diferentes, haverá, evidentemente, uma maior certeza nos resultados 


Quando a quantidade de amostra injetada é suficientemente grande, é possível coletar a amostra 
saida do detector ou na saída da coluna, quando o detector destrói a amostra. Os compostos são colclad 
resfriando-se um tubo onde passa o gás eluen.e com um banho de gelo seco ou nitrogênio líquido e dep, 

identificados, usando-se teemeas auxiliares como espectrofotometria no infravermelho (IV) visível 

ultravioleta flJVV rPCQnnSnn Q 1 /nwvn ' V1MVL1 


(EM) 


„ ~ rr ~pvv..u„.c.ro ue massas acoplado ao cromatógrafo a gás (CG-EM) pe. 

identificação positiva de quase todos os compostos (exceto isômeros), a nível de microgramas 
equipamento possui um preço bastante elevado, o que limita sua aplicação. 


ma 


A usudimcme com coluna capilar, uma interf 

para Itgaçao dos dois sts.emas, uma camara de ionização onde os íons são formados, uma câmara man. 

sob vacuo onde ocorre a separaçao dos mesmos e um sistema para a detecção dos íons e interpretação , 
dados obtidos. v 
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A maior dificuldade encontrada no acoplamento do cromatógrafo a gás com o cspectrômetro dc 
massas é a redução da pressão na saída da coluna para valores menores a 10* 3 Pa (10" 8 Bar) na câmara dc 
ionização. Em colunas recheadas, onde a vazão da fase móvel é tipicamente de 20 - 50 mL/min, este 
acoplamento é muito difícil, mas o uso de colunas capilares com vazões de 1 a 5 mL/min permite este 
interfaceamento. Com um acoplamento perfeito deve-se ter a mesma resolução obtida, empregando-se 
detectores convencionais e nenhum composto deve ter sua natureza química alterada até o momento de 
entrar na câmara de ionização. A conexão pode ser feita obedecendo-se a estes parâmetros, através de 
separadores moleculares, conexão direta e com divisores abertos. 

Os separadores moleculares são mais utilizados quando se empregam colunas recheadas, onde a vazão 

da fase móvel é excessivamente alta. São sistemas que separam, tanto quanto possível, as moléculas do gás 
de arraste das moléculas da amostra. Exemplos deste tipo de separador são mostrados na Figura VJII-11. O 
efluente da coluna passa por um orifício em alinhamento perfeito com outro; entre estes dois orifícios as 
moléculas do gás de arraste se difundem mais rapidamente para fora do feixe, devido a sua menor massa 
molecular, enquanto que as moléculas da amostra, de forma mais concentrada, entram na câmara de 
ionização através do segundo orifício. 



TUBO DE VIDRO SINTERIZADO 
COM POROSIDADE ULTRAFINA 



UjU 

VÁCUO 


FIGURA VIII-1 1 Separadores moleculares usados na interface entre um cromatógrafo a gás e um espectrómctro de massas. 
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Quando a vazão da fase móvel é suficiente mente baixa (1-5 m L/min), como quando se usa colunas 
capilares, o acoplamento de colunas ao espectrômetro de massas pode ser feito diretamente. Atualmente, 
existem bombas de alto vácuo na câmara de ionização, o que faz com que a vazão da fase móvel não seja um 
fator tão limitante para o acoplamento direto. É importante lembrar que ocorrem mudanças na retenção da 

amostra, pois a pressão na saída da coluna, neste caso, não é a mesma de quando se utiliza outro tipo de 

detector. 

No acoplamento através de divisor aberto existe uma separação entre o final da coluna e a entrada do 
espectrômetro de massas. Hsta região é purgada com hélio, que arrasta parte da fase móvel, fazendo com 
que haja uma concentração da amostra. Este sistema possui inúmeras vantagens, entre as quais é importante 
citar: não existe alargamento dos picos nesta região e o final da coluna está sob pressão atmosférica, não 
havendo mudanças na retenção das substâncias presentes na amostra. 

A ionização das moléculas da amostra acontece na câmara de ionização e é feita principalmente por 
impacto eletrônico ou ionização química. A câmara de ionização é aquecida para evitar a condensação da 

amostra e mantida sob vácuo para que os íons formados não colidam com outras moléculas neutras que não 
foram ionizadas. 

No método do impacto eletrônico, um fluxo de elétrons com energia de ionização específica é 

produzido por um filamento de tungsténio ou rênio aquecido. Estes elétrons com energia de, geralmente, 

70 eV colidem com as moléculas da amostra provocando a ionização, bem como a fragmentação das mesmas. 

Ás vezes, o íon molecular formado é instável sob as condições de impacto eletrônico e, neste caso, emprega-se 
a ionização química. 

A ionização química é produzida por reações íon-molécula, entre a molécula neutra da amostra e íons 
provenientes de reagentes presentes na câmara de ionização. Na verdade, estes reagentes como por exemplo, 
metano, formam íons devido ao impacto eletrônico e estes íons formados colidem com a amostra. Para 
favorecer este tipo de mecanismo a concentração do reagente é suficientemente maior que a da amostra.de 
tal modo que praticamente somente as moléculas do reagente são ionizadas por impacto eletrônico. Neste 
caso, a pressão na câmara de ionização é maior para favorecer a reação íon-molécula. 

Quando formados, os íons deixam a câmara de ionização e entram em um outro compartimento, onde 

sa° se P arad os de acordo com a razão massa/carga, através da imposição de um campo elétrico ou magnético 
externo. 

Depois de separados, os íons são detectados e um sistema sofisticado processa os dados obtidos 
fornecendo informações qualitativas e quantitativas. ’ 


7. ANÁLISE QUANTITATIVA 


Em uma análtse quantttat.va deve-se tomar cuidado em todas as etapas, para evitar erros A amostra 
a ser analtsada deve ser representai, va do total; não deve haver perdas e nem contaminações durante seu 
preparo. A etapa de separaçao dos componentes da amostra no croma.ógrafo também pode ser fonte de 
erros como: adsorçao trreverstvel de parte da amostra na fase estacionária ou suporte; resposta do detector 
afetada por alterações de temperatura e vazão; quantidade de amostra injetada fora da faixa linear do 

detector; etc. 
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Após a obtenção do cromatograma, faz-se a integração dos sinais, que tem por finalidade transformar 
a intensidade do sinal emitido pelo detector em uma medida relacionada com a quantidade da substância 
analisada na amostra. A integração dos sinais pode ser feita usando-se os seguintes métodos: 

a. Altura do pico ^ Este método não é muito usado porque sofre muita influência de variações 
instrumentais, não deve ser usado quando os picos são assimétricos ou muito largos. Traça- se uma 
perpendicular à linha de base passando pela inflexão máxima do pico; a medida desde a linha de 
base até este ponto de inflexão máxima corresponde a altura do pico (Figura VIII- 12a). 

b. Área do pico - Pode-se calcular a área do pico traçando-se tangentes nos dois lados do pico ( Figura 

VIII- 12b), a intersecção destas duas tangentes com a linha de base fornece um triângulo cuja área 
pode ser calculada pela fórmula: 

a x Wb 

A = 

2 

onde : A = área do pico 

a = altura do pico, medido como no item a 

wb = largura do pico na linha de base 

A área também pode ser calculada usando-se a largura na meia altura, isto é, formando um triângulo 
na metade superior do pico (Figura VIII-12c). Neste caso, a área é calculada: 

A = a x Wh 

onde Wh é a largura do pico na meia altura. 

c. Outros tipos de integração - A integração também pode ser feita pesando-se o pedaço de papel 

% 

delimitado pelo pico, que é o método manual de preferência para picos altamente assimétricos. 


Recentemente têm-se usado integradores eletromecânicos ou eletrônicos. 






FIGURA VIII-12 Métodos para a integração dos sinais fornecidos pelo registrador. 

a: altura do pico 

b: área do pico 
c: área na meia altura 





* • ■ 
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Estas medidas obtidas na integração podem ser relacionadas com a concentração de uma dada 
substância na amostra, através dos seguintes métodos: 

a. Normalização - Este método requer que todas as substâncias presentes na amostra sejam eluídas, 
e que a resposta do detector seja idêntica para todas. Consiste em comparar a área obtida no 
cromatograma com a porcentagem de composição da mistura. 

área A 

% A = x 100 

área total 

b. Fator de resposta - Se o detector não responde de maneira similar para todas as substâncias 
presentes na amostra, é necessário corrigir esta equação usando-se o chamado fator de resposta, 
que é determinado injetando-se uma mistura de concentração conhecida das substâncias, cujos 
fatores deseja-se determinar, e a seguir, relaciona-se a porcentagem conhecida e observada para 
cada composto. Assim, por exemplo: 



% A conhecida 


% A observada 


Para calcular a porcentagem da substância presente na amostra, basta multiplicar a área obtida pelo 

fator de resposta e dividir pela somatória de todas as áreas multiplicadas pelos respectivos fatores de 
resposta. 


c. Calibração externa - Este método compara a área da substância a ser quantificada na amostra com 
as áreas obtidas desta mesma substância em soluções padrão de concentrações conhecidas. 
Preparam-se várias soluções da substância a ser quantificada em diversas concentrações; obtém-se 
o cromatograma correspondente a cada uma delas; em um gráfico, relacionam-se as áreas obtidas 


figura 


com as concentrações. Utilizando este gráfico, pode-se calcular a concentração desta substância 
na amostra ( Figura VIII-13). Este método é sensível a erros de injeção das soluções padrões c das 
amostras, bem como a erros relacionados com a preparação dos padrões. 


amostra. 



CONCENTRAÇÃO 
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(j Padronização interna - Este método consiste cm adicionar uma quantidade conhecida de uma 
substância padrão na amostra a ser analisada, c relacionar as duas áreas obtidas. Idcalmcntc, a 
substância usada como padrão interno deve ser similar à substância a ser quantificada, ter 
concentração c tempo de retenção próximos a esta substância, ser inerte, não fazer parte da 
amostra e, quando cromatografada, ficar separada das demais substâncias presentes na amostra. 

O método consiste na preparação das soluções padrão de concentrações conhecidas, às quais 
adiciona-sc uma quantidade conhecida de um padrão interno. Após análise dessas soluções, 
constrói-se um gráfico, relacionando a razão de áreas (área da substância a ser quantificada / área 
do padrão interno) com a concentração desta substância (Figura VIII-14). A amostra também é 
analisada após adição da mesma quantidade conhecida do padrão interno. Através da razão de 
áreas obtidas no cromatograma tem-se a concentração da substância na amostra, utilizando-se o 
gráfico construído anteriormente. 

Este método é menos sensível a erros de injeção, variações instrumentais, etc. É o melhor método 
para análise quantitativa, apesar de ser o mais trabalhoso. 



Ci C2 Cx C3 

CONCENTRAÇÃO 


FIGURA VIII-14 Método de padronização interna para o cálculo da composição da amostra. 


e. Extrapolação linear por adição padrão - Este método consta na adição de quantidades conhecidas 
da substância que está sendo analisada a quantidades conhecidas da amostra. Após obtenção dos 
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cromatogramas, constrói-sc unia curva clc calibração relacionando as quantidades da substancia 
adicionada a amostra com as respectivas áreas obtidas. O ponto onde a reta corta o eixo das 
ordenadas corresponde à área do pico da substância a ser determinada, sem qualquer adição do 
padrão. A extrapolação da reta define, no eixo das abeissas, a concentração da substância na 

amostra analisada (Figura VIII- 15 ). 

« 

O método da adição padrão é especialmcnte importante quando a amostra é muito complexa, 
quando as interações com a matriz são significativas e quando houver dificuldade de se encontrar 
um padrão interno adequado. 



CONCENTRAÇÃO 


FIGURA VIII-15 Método de adição de padrão para o cálculo de composição da amostra. 

Exceto o método de normalização, todos os outros requerem a disponibilidade de compostos puros 
para a construção dos gráficos. 


8. DERIVAÇÃO 


A cromatografia gasosa só é útil na análise de gases e de substâncias voláteis e termicamente estáveis. 
Quando isto não acontece, particularmente no caso de substâncias de alta massa molecular e/ou contendo 
grupos funcionais fortemente polares, há necessidade de derivação. Esta consiste em transformar a 
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substância dc interesse em um derivado com características adequadas para serem analisadas por 
cromatografia gasosa. A derivação também pode ser usada para a introdução de grupos específicos no 
sentido de aumentar a sua dclcclabilidadc. 

O equipamento necessário para a derivação é geralmcnte simples. Muitas vezes, a simples mistura da 
substância e o reagente é suficiente. Reações lentas podem ser aceleradas através do aquecimento. Sistemas 
de refluxo miniaturizados, tubos de hidrólise sob vácuo e outros equipamentos para reações de derivação 
mais complexas são disponíveis comercialmente. 

Os mais versáteis reagentes de derivação para moléculas polares contendo um grupo funcional 
protomeo são os alquilsilil, sendo o mais comum o trimetilsilil. Homólogos de cadeia carbônica maior, grupos 
alquila contendo halogênios, ou grupos aromáticos são usados para aumentar a estabilidade hidrolítica do 
derivado formado, melhorar as características de separação e aumentar a sensibilidade quando do usõ de 
detectores específicos. Compostos derivados com sucesso por este tipo de reagente incluem açúcares, fenóis, 
álcoois, aminas, tióis, esteróides, aminoácidos e ácidos carboxílicos. 

Geralmcnte, as reações de sililação ocorrem instantaneamente, à temperatura ambiente. Reações 
lentas podem ser aceleradas pelo aquecimento ou pela adição de catalizadores. A reação deve ser feita na 
rigorosa ausência de água. 

Outro tipo de reação de derivação é a alquilação. Neste caso, um átomo de hidrogênio é substituído 
por um grupo alquila ou arila, através dc uma reação química. Reações de esterificação também são incluídas 
nesta categoria. A Figura VIII-16 mostra alguns grupos funcionais que podem ser alquilados. 


R-COOH 

R-S0 2 0H 

R-OH 

R-SH 


R COOR’ 

R S0 2 0R' 

R-OR' 

R-SR’ 


R-NH 



R-N(R') 2 






FIGURA VIII-16 Grupos funcionais que podem ser alquilados. 


\ 
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Uma grande variedade de métodos c reagentes são utilizados na alquilação. Haletos de alquila, na 
presença de óxido de prata, óxido de bário ou hidreto de sódio, convertem ácidos carboxílicos no 
correspondente alquilester. Este tipo de reagente tem sido empregado também na alquilação de açúcares. 

A alquilação extrativa é utilizada para derivar ácidos, fenóis, álcoois ou amidas em solução aquosa. Por 
exemplo, para derivar uma substância de caráter ácido, o pH da solução aquosa é ajustado de modo a garantir 
a completa ionização da mesma, que então é extraída por um solvente orgânico imiscível, na forma de um 
par iônico obtido pela adição de hidróxido de tetralaquilamônio. Após extração do soluto na forma de par 
iônico, este é alquilado com um haleto de alquila. Por exemplo: 

RCOOH + tBu4N + OH' ► (RCOO‘ tBu4N + ) + H2O 

(RCOO* tBu4N + ) + R’Br ► RCOOR’ + tBu4N + Br' 

Certos tipos de alquilação acontecem na própria coluna cromatográfica. Um agente alquilante é 
injetado na coluna simultaneamente com a amostra. A temperatura do injetor e coluna inicia e completa a 
derivação. Hidróxido de trimetilanilina é bastante empregado para a formação de 1 , 3 -dimetil derivados de 
barbitúricos. 

Reações simples de esterificação são empregadas para a formação de derivados com ácidos 
carboxílicos e outros grupos funcionais ácidos. Em uma reação típica, o ácido carboxílico é dissolvido em 
um excesso de álcool que contém um catalizador como ácido clorídrico, ácido sulfúrico, triíluoreto de boro, 
etc. 


✓ 

Álcoois, fenóis, aminoácidos e aminas primárias e secundárias podem ser derivadas por reações de 

acetilação. Os reagentes consistem em anidridos ácidos, como por exemplo, o anidrido acético ou anidrido 

hcptafluorobutírico, este último, com a finalidade de aumentar a sensibilidade no uso de detector por captura 
de elétrons. 


Alguns íons metálicos como os de crômio, berílio, cobre, níquel, paládio, etc., podem ser derivados 

# 

através da formação de complexos voláteis com ligantes quelantes como betadicetonas, bctacetoaminas, 
betatiocetonas, etc. 


9. APLICAÇÕES 


A cromatografia gasosa é, atualmente, uma das técnicas de análise de maior uso. É utilizada para a 
separação e quantificação de produtos diversos, podendo também ser usada como técnica de identificação, 
em casos especiais, principalmente quando acoplada a um espectrômctro de massas ou outro detector 
qualitativo. Os recentes avanços na área com a utilização de colunas capilares faz da cromatografia gasosa 
uma técnica altamente atrativa. 
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Assim, a cromatografia gasosa está sendo usada nas mais diversas áreas, como na análise ambiental, 

nas indústrias químicas e farmacêuticas, na análise de alimentos e de produtos petroquímicos, na medicina, 
na pesquisa e outras. 

Na análise ambiental pode-se citar, como exemplo, a utilização da cromatografia gasosa no controle 

da poluição de ar, água, solos, etc. A poluição do ar vem contribuindo, cada vez mais, com aumento da 

incidência de doenças crônicas lais como câncer de pulmão, bronquite e asma. Assim, o controle da poluição 

atmosférica, quer seja nas grandes cidades, em centros industriais, ou mesmo no ambiente de trabalho, tem 

merecido atenção especial por parte de autoridades. A cromatografia gasosa pode ser usada para a 

determinação de vários poluentes como aldeídos, cetonas, hidrocarbonetos, compostos policíclicos 
aromáticos, etc., (Figura VIII- 17). 




FIGURA 


Coluna: 10% SP-1000 sobre Supelcoport 80-100 malhas, 6 m x 3 mm (o.d.) aço inoxidável 
Fase móvel: N 2 a 30 mL/min 


isotérmica a 100°C por 6 min, depois programada a 140°C 


por 


isooctano 


» ^ ^ WVIVI V/ MIVIUIl vy V 

1,1,1-tricloroetano; 6: 2-butanona; 7: diclorometano; 8: benzeno; 9: tricloroetileno; 10: clorofórmio; 11: 


2-dicloroetano: 


tricloroetano 
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A Figura VIII- 18 exemplifica a utilização da cromatografia gasosa na análise de compostos clorados 
em água potável. A presença deste tipo de substância é proveniente de contaminação ou resultante de 
processos de tratamento da água. Exemplos interessantes estão ligados à análise de resíduos de pesticidas, 
herbicidas e fungicidas em água, solos, alimentos, etc., (Figura VIII-19). 

As indústrias químicas e farmacêuticas podem utilizar a cromatografia gasosa, desde a análise da 
matéria-prima até a do produto acabado. A Figura V1II-20 mostra uma aplicação da cromatografia gasosa 
na análise de vitamina B3. 

Na indústria alimentícia pode-se usar a cromatografia gasosa para análise de alguns constituintes de 
alimentos, como lipídeos e carboidratos. Em alguns casos, com técnicas adequadas de concentração da 
amostra, podem ser detectados constituintes alimentícios a nível de traços, como por exemplo, esteróides e 
vitaminas (Figura VIII-21). Além disso, a cromatografia gasosa é freqüentemente usada, em conjunto com a 
cromatografia em camada delgada, para estudar a adulteração, contaminação e decomposição de alimentos. 




min 


FIGURA VIII-18 Separação cromatográfica de trialometanos cm água potável 

Coluna: 3% SP-1000 sobre Supeleoport 100-120 malhas, 2m x 2mm (d.i.) vidro 
Fase móvel: N 2 a 60 mlVmin 
Temperatura: isotérmica a 50°C 
Detecção: por captura de elétrons 

Amostra (em metanol). 1. metanol; 2: clorofórmio; 3: bromodicloromctano; 4: dibromocloromctano; 

5:bromofórmio. 
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FIGURA VI1I-19 Separação croma tográ fica de pesticidas clorados. 

Coluna: 5% DC-11 sobre Chromsorb W-AW, 2m x 3 mm (d.i.) vidro 
Fase móvel: N 2 a 60 m L/min 
Temperatura: isotérmica a 185°C 
Detecção: por captura de elétrons 

Amostra (em CH 2 CI 2 ): 1: Lindano; 2: Heptacloro; 3: Aldrin; 4: cpóxidode Heptacloro; 5: Dicldrin; 6: o,p*-DDT; 
7: p,p’-DDT; 8: Tedion. 



1 1 1 1 1 1 1 1 1 
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FIGURA VIII-20 Quantificação cromatográfica de Vitamina B3. 

Coluna: Porapak Q, 100-120 malhas, l^mx3 mm (d.o.) aço inoxidável 

Fase móvel: N 2 a 37 mL/min 

Temperatura: isotérmica a 240°C 

Detecção: por ionização em chama 

Amostra: nicotinamida (derivado da niacina, vitamina B3). 
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FIGURA VIII-21 Separação cromatográfica de alguns esteróides. 

Coluna: 3% OV-17 sobre Chromsorb W-IIP, 100-120 malhas, 2 m x 4 mm vidro 
Fase móvel: N 2 a 34 niI Vmin 
Temperatura: isotérmica a 280"C 
Detecção: por ionização em chama 

Amostra: 1: androsterona; 2: estradiol; 3: progesterona; 4: colesterol; 5: hidrocorlisona 

A área medica também encontra na cromatografia gasosa uma ferramenta poderosa, tanto no estudo 
de substâncias endógenas, como no controle terapêutico de certas drogas, ou cm casos de intoxicações. A 
Figura VIII-22 mostra a separação de vários aminoácidos, através da formação de derivados. Um exemplo 
bastante interessante a respeito da utilização de cromatografia gasosa em controle terapêutico é mostrado 
na Figura VIII-23, onde se verifica a separação de 14 anticpiléplicos ou seus produtos de biolransformação. 

A utilização de colunas capilares tornou a cromatografia gasosa muito mais atrativa, possibilitando a 

separação de inúmeros constituintes de amostras complexas. A Figura VI1I-24 mostra a separação de vários 
fármacos, após serem extraídos do soro. 

Pesquisas nas mais diversas áreas podem usar a cromatografia gasosa, tornando-a de grande utilidade 
nos laboratórios. 


178 


ÜJ 



m m 


FIGURA V1II-22 Separação cromatográfica de aminoácidos após derivatização com trimetilclorosilano. 

Coluna: 3% OV-17 sobre Chromsorb G-HP, 100-120 malhas, 3,6 m x 2 mm (d.i.) vidro 

Fase móvel: N 2 a 34 mL/min 

Temperatura: isotérmica a 125°C por 8 min., depois programada a 260°C a 4°C/min 
Detecção: por ionização em chama 

Amostra: TMS derivados de: 1: alanina; 2: isoleucina; 3: serina; 4: glicina; 5: valina; 6: treonina c leucina; 7: cisterna 
8; hidroxiprolina; 9: prolina; 10: metionina; 11: ác. aspártico; 12: fenilalanina; 13: tirosma; 14: ác. glutâmico, 
15: lisina: 16: arginina; 17: triptofano; 18: histidina; 19: cistina. 
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FIGURA 


Coluna: 2 % SP-2510 sobre Supclcoport 100-120 malhas, 1 m x 2 mm (d.i.) vidro 
Fase móvel: N 2 a 50 mL/min 

Temperatura: programada de 150°C a 265°C a 16°C/min 
Detecção: por ionização em chama 

Amostra: 1: etosuximida; 2: metosuximida; 3: fenosuximida; 4: barbital; 5: N-desmctilmctosuximida; 6: mefenitoína; 


7: N-desmetilfenosuximida; 8: feniletilmalonamida; 9: 5-metil-5-fenilidantoína; 
carbamazepina; 12: primidona; 13: difenilidantoína; 14: 5-p-metilfenil-5-fenilidantoína. 


10: fenobarbital; 
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FIGURA VIII-24 Separação croma tográ fica de fármacos após a respectiva extração do soro usando meio ácido 

Coluna: 14%-cianopropil-14%-fcnil-metilsilicone imobilizado em tubo capilar de sílica fundida, 12 m x 0,22 mm: 
espessura do filme: 0,25 fim 

Fase móvel: He a 3 mlVmin 

Temperatura: programada a 50°C a 200°C a 7 r 5°C/min 
Detecção: por ionização em chama 

Amostra: 1: aprobarbital; 2: alilisobutilbarbital; 3: amobarbitai; 4: pentobarbital; 5: secobarbital; 6: fcnoharhital; 
7: metaqualona; 8: torazina; 9: diazepam; 10: clordiazcpóxido. 
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1. PRINCÍPIOS DE CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA 

" - rs 


A cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) é o mais novo e mais importante membro de uma 

família inteira de técnicas de separaçãoj O seu emprego em vários laboratórios é considerado atualmente 

indispensável. Conhecer suas vantagens, limitações, componentes e os critérios de escolha entre as opções 

de equipamentos é uma obrigação dos profissionais de laboratórios químicos, farmacêuticos, bioquímicos e 
outros. 


Vários nomes têm sido utilizados para denominar esta nova técnica de cromatografia líquida: alta 
velocidade, alta pressão, alto desempenho, alta resolução e alta eficiência. O nome mais aceito, utilizado em 
português, é "cromatografia líquida de alta eficiência". 


A CLAE utiliza instrumentos muito sofisticados que podem ser4otalmente automatizados. É um tipo 


i de cromatografia líquida que emprega pequenas colunas, recheadas de materiais especialmente preparados 
e uma fase móvel que é eluída sob altas pressões. Ela tem a capacidade de realizar separações e análises 
quantitativas de uma grande quantidade de compostos presentes em vários tipos de amostras, em escala de 
tempo de poucos minutos, com alta resolução, eficiência e sensibilidade. 


Somente a partir dos anos 70 se conseguiu um avanço considerável da cromatografia líquida moderna 
que até então cra essencialmente subdesenvolvida, apesar de que um dos primeiros experimentos sobre 
cromatografia, no início do século, foi do tipo que é hoje chamada cromatografia líquida clássica. O avanço 
foi gradual e atingiu o atual nível de sofisticação que a CLAE apresenta, devido ao revolucionário 
desenvolvimento tecnológico da prática deste tipo de cromatografia. 


Desde 1968 tornou-se possível rechear colunas com partículas de pequeno tamanho, necessárias para 
alta resolução e, também, adquirir equipamentos que funcionam nas altas pressões necessárias para obter 

uma boa velocidade na eluição. 


Nos últimos doze anos ocorreu o desenvolvimento de vários detectores espectrofotométricos que 
operam em comprimentos de onda variável até 190 nm e houve um aumento na utilização dos detectores por 
fluorescência, eletroquímicos e por fluorescência induzida por laser, bem como acoplamento com o 
cspcctrômctro de massas. Com estes tornou-se possível a detecção da maioria dos compostos e a análise de 
traços em amostras complexas, como sangue, urina, solo, alimentos, petróleo, etc. 

t 

Recentes desenvolvimentos em instrumentação controlada por microprocessadores também têm 
trazido grandes melhoras na eficiência dos equipamentos. 

Hoje em dia são comuns estudos com partículas pequenas, a execução da CLAE com fase reversa e, 
particularmente, o uso de equipamentos para uma perfeita eluição com gradiente, bem como de métodos 
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especiais, (ais como a formação de pares iônicos/ Como resultado, dificuldades anteriores ou separações 
impossíveis de compostos como corantes polares, isômcros, drogas básicas c seus metabólitos são agora mera 


rotina. 

^Atualmente, a CLAE é ainda objeto de novos avanços que nos faz prever que em um futuro muito 
próximo o seu emprego será ainda mais amplo, com o uso analítico de colunas com micrqdiâmctro ou ainda 
a utilização de colunas enormes (30 x 500 cm) que separam até quilogramas da amostra. < 


1.1. Cromatografia líquida de alta eficiência e cromatografia líquida clássica 


A Figura IX-1 ilustra as diferenças entre cromatografia líquida de 


alta eficiência (CLAE) e 


cromatografia líquida clássica (CLC). 
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FIGURA IX- 1 Diferentes formas de cromatografia líquida cm coluna. 


Na CLC o recheio da coluna c utilizado gcralmcntc uma só vez, porque parle da amostra usualmcntc 
sc adsorve de uma forma irreversível. O enchimento da coluna (etapa 1 da Figura IX- 1) deve ser repetido 
para cada separação e isto representa um disperdício enorme de material e mão-de-obra. A aplicação da 
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amostra na C^C (etapa 2), para ser feita corretamente, requer alguma habilidade e tempo por parte do 
* ^ 
.operador. A vazão de eluentc na CLC (etapa 3) é promovida pela ação da gravidade e as frações individuais 

da amostra são coletadas manualmente ou através de um coletor de frações. Desde que as separações típicas 
com CLC requerem várias horas, o tempo gasto nesta operação é tedioso. Detecção e quantificação (etapa 
4) são realizadas por análise manual das frações, individualmente. Normalmente, o número de frações 
coletadas é muito grande e seu processamento requer muito tempo e esforço. Em geral, se emprega alguma 
técnica auxiliar, tal como, espectrofotometria, ou análise química, ou, simplesmente, um registro 
gravimétrico, para dosar cada um dos componentes da amostra nas frações coletadas. Finalmente, os 
resultados são registrados em forma de um cromatograma (etapa 5): um gráfico de concentração da amostra 
versus o número da fração. 


Na CLAE emprega-se uma coluna fechada, r eaproveitável (etapa, 4 (Já Figura IX- 1); portanto, até 
c enten as de separações individuais podem ser realiza das com a mesma coluna, se bem q ue em a lguns casos 
é n ecessário, jegengrá-la após algumas separações. Desde que o custo de uma coluna individual pode ser 
distribuído por um grande número de amostras, é possível utilizar colunas com recheios de alta resolução, 
porém, mais caros e necessitando mais tempo em um enchimento cuidadoso da coluna para obter melhores 
resultados.[Estas colunas são muito eficazes, mas oferecem uma grande resi stên cia à^azão da fase móvel, 
ou seja, ela sofre uma grande perda de carga. Por esta razão é necessá rio em pr egar siste mas de boipba~de_ 


alta pressão (até 400 bars) que fazem a fase móve l migrar a uma velocid ade razoável através da coluna/ A 




vazão da fase móvel (etapa 3) é controlada facilmente, resultando em operações mais reprodutíveis^ que 


tornam as análises executadas pela CLAE mais precisas. Uma injeção precisa da amostra (étapâ 2) é 
conseguida rapidamente, usando uma microsseringa (para injeção com pressão de até 50 bar) ou uma válvula 
de injeção (para injeção a alta pressão). Vários tipos de detectores, que podem ser colocados na saída da 
coluna (elfájjavf), proporcionam um registro contínuo da composição do efluente, o que permite obter um 
cromatograma similar aos obtidos em cromatografia gasosa e que se utiliza para identificar e quantificar os 
componentes das amostras. 

Separações repetitivas, isto é, separações feitas rotineiramente pela CLAE, podem ser reduzidas a uma 
injeção da amostra e anotações dos dados finais, mesmo que a fase móvel precise ser trocada para cada nova 
aplicação/Sendo assim, a CLAE é mais conveniente e menos dependente do operador do que a CLC. A 
detecção contínua e com grande reprodutibilidade na CLAE eleva ambas as análises, qualitativa e 
quantitativa, a um alto nível de exatidão e precisão. A análise quantitativa pela CLAE pode atingir uma 
precisão superior a ± 0,5%. Finalmente, separações em escala preparativa de miligramas de amostras são 
relativamente fáceis. As múltiplas vantagens da CLAE fizeram desta técnica analítica uma das mais 
procuradas atualmente.^ 


1.2. Cromatografia gasosa e cromatografia liquida de alta eficiência 


✓ 

J 


Atualmente, a cromatografia gasosa (CG) é uma técnica amplamente difundida e mais utilizada do 


de 



CLAE. 


[^r/l 







As principais características de ambas as técnicas estão resumidas na Tabela IX- 1. Na CG é necessário 
que a amostra sej a suficientemente volátil, a fim de que possa passar através da coluna na forma de vapor, c 

. > « • « i t • <- « 


sua 




volatilidade, aumentando a temperatura de trabalho, que tem o seu limite máximo prático de 


400 


M** * 
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^%.dos çompc)stos orgânicos conhecidos podem ser analisados por CXi, sem modificações nas estruturas 

dos compostos para aumentar a sua volatilidade. - 


Tabela 1X-1 



Comparação entre as características de CG e da CLAE 



Fator 

Requisitos para amostra 


CG 

Amostra ou derivado volátil, 
tcrmicamente estável na temperatura de 
operação do sistema cromatográfico 


Amostra solúvel na fase móvel 


Tipos de amostra 


Gases, líquidos e sólidos: MM: 2 a 1200 


Líquidos e sólidos, iônicos ou 
covalentes MM: 32 ate 4.000.000 


Quantidades mínimas detectáveis 


10' 12 g a 


in -9 b 
10 g 


Tempo de análise 


Minutos até poucas horas 


Minutos ate muitas horas 


Pratos teóricos por coluna 


2.000 - 300.000 


500 - 25.000 


Capacidade preparativa 


Pobre até razoável, usando-se múltiplas 
injeções 


Boa, com facilidade dc coleta c 
capacidade dc automatização 


Capacidade analítica 


Excelente. Separação de amostras com até 
200 componentes 


Excelente. Separação dc ate 50 
componentes numa amostra 


Tempo de treinamento para um 
operador se tomar proficiente 


cerca de 3 meses 


pelo menos 6 meses 



a Detector por ionização em chama ou por captura dc elétrons. 
b Detector por absorvância do UV. 




Independente da limitação da volatilidade ou estabilidade termicaí^a CLAE requer somente que a 

amostra seja solúvel na fase móvel. Assim, a CLAE é um método ideal para a separação dc espécies iônicas 

/ 

ou macromoléculas de interesse biológico e produtos naturais lábeis, bem como uma imensa variedade de 




outros compostos de alta mas sa m olecular e/ou baixa estabilidade térmica [Tabela IX-2). 


CLAE 



Tabela IX-2 


Amostras típicas analisadas pela CLAE 

• 



aminoácidos 
explosivos 
lipídeos polares 

metabólicos de animais e plantas 

pigmentos de plantas 

polímeros sintéticos polissacandeos 

produtos farmacêuticos 

proteínas 

tintas 








Separações difíceis são, freqücntementc, desenvolvidas mais facilmente péla CLAE do que pela CG 
sendo queaCLAE: ~~ 

j — Possui duas fases cromatográficas de interação seletiva com as moléculas da amostra, versus 

! -somente uma em CG. 

m 

\ 

- Possui uma maior variedade em possíveis mecanismos de separação. 

- Permite a separação de compostos termicamente instáveis a baixas temperaturas. 

Os métodos de detecção utilizados em CG são mais rápidos e sensíveis, a aparelhagem mais fácil de 
ser manipulada e em geral mais barata. A CLAE não é tão sensível e nem tão rápida, mas seu campo de 
apücação é mais amplo enquanto o instrumento é consideravelmente mais caro. Não obstante, é possível 
prever que, conforme aumente o volume de vendas, reduzir-se-ão os custos. 

I_ 

Conclui-se que realmente não existem competições entre a CLAE e a CG, porque estas duas técnicas 
se complementam e geralmente analisam diferentes tipos de amostras. 


13. As vantagens e as limitações da CLAE 

i 

1 








v^> 


\ 


Como toda técnica, a CLAE tem algumas limitações as quais, junto com as suas vantagens e alguns 
comentários, são citados na Tabela IX-3. Examinando de uma maneira geral, nota-se que as limitações da 
CLAE não têm impedido o aproveitamento adequado de suas vantagens e por isso, a técnica tem sido cada 


vez 


empregadaTj 


2. AS TÉCNICAS DA CLAE 





Há cinco tipos diferentes de fases estacionárias, que implicam em cinco mecanismos diferentes de 
realizar a CLAE. Mediante a simples troca de coluna e fase móvel é possível utilizar cada um deles. 

Vários problemas em separação por cromatografia podem ser resolvidos por mais de um método. 
Outros podem somente ser tratados por um método específico) A^eguir serãocitàdas algumas noções gerais 
sobre os mecanismos da CLAE e as classes de compostos onde eles sãrTmais empregados; para problemas 
mais específicos a literatura deve ser consultada. 


« 



2.1. Cromatografia líquido-sólido ou por adsorção 


O mecanismo de separação da cromatografia líquido-sólido (CLS), ou por adsorção, se baseia na 
competição que existe entre moléculas da amostra e as da fase móvel em ocupar os sítios ativos na superfície 
de um sólido (fase estacionária). O equílibrio estabelecido é: 


Adsorvente 


Solvente 


NS 

Soluto 
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Tabela IX-3 


Vantagens e limitações da CLAE ^ 


Vantagens 


Menor tempo de análise 

Alta resolução 
Resultados quantitativos 
Boa sensibilidade 

Versatilidade 

. 

Automatização 


Consegue-se separações realizadas cm poucos minutos até horas, devido a alta eficiência da 
coluna c a vazão rápida da fase móvel através da coluna. Uma mesma análise através da CLC 

pode levar até dias ou ser impossível. 

É possível a análise de misturas complexas, como a urina humana, onde se pode detectar mais 
de duzentos compostos diferentes. 

Análises quantitativas são de fácil execução e grande precisão, sendo comum à maioria dos 
métodos da CLAE desvios relativos inferiores a 0 , 5 %. 

É possível utilizar detectores que permitem medidas de 10 g (nanogramas) de amostra. 
Análises ao nível de 10"^ g (picogramas) já foram obtidas, com o emprego de detectores 

específicos. 

É a mais importante das vantagens. CLAE pode ser aplicada tanto para compostos orgânicos 
como para inoi^gânicos. As amostras podem ser líauidas ou sólidas, iônicas ou covalentes; os 
gases são as únicas amostras não determinadas pela CLAE. 

Existem sistemas comercializados que, automaticamente, injetam uma amostra, realizam a 
separação, imprimem os tempos de retenção, integram as áreas dos picos e reciclam qualquer 
uma das frações que estásenuoeluída. Estes sistemas podem regenerar suas condições iniciais 
de operação para, em seguida, injetar uma nova amostra. Esta automatização é conseguida 
com o emprego de microcomputadores conjugados ao sistema cromatográfico, o que 
possibilita: a) a identificação das espécies pela comparação dos tempos de retenção 
determinados com os tempos de retenção padrão armazenados em memória; b) o cálculo das 
concentrações das espécies por meio das areas dos picos, o que se consegue com a aplicação 
de técnicas de calibração; c)oaumentoda resolução na separação de duas substâncias, quando 
não separadas completamente, pela reciclagem automatica das frações correspondendo à 
eluição das substâncias juntas. 


Limitações 


Alto custo da instrumentação 


Alto custo de operação 


Difícil análise qualitativa 


Falta de detector universal sensível 


A aquisição da instrumentação representa um alto investimento, nem sempre compensador 
para alguns laboratórios devido a um número reduzido de análises a serem realizadas. Os 
preços dos sistemas mais simples situam-se na faixa de USS 7.000 a USS 20.000; c os sistemas 
mais sofisticados, automatizados c com vários detectores atingem mais do que USS 50.000. 

O çusto elevado das fases móveis de alto grau de pureza, das fases estacionárias ou colunas 
prontas de reposição periódica de componentes sofisticados constituem-sc em despesas 
contínuas c, de forma alguma, desprezíveis. 

Como as outras técnicas cromatográficas, a CLAE não é um método muito bom de 
identificação, sendo que a comparação dos tempos de retenção não é um método seguro de 
identificação. Por outro lado, o uso da CLAE para fins qualitativos não é desprezível, porém 
é necessário o emprego de pelo menos duas colunas de recheios diferentes c, 
preferencialmente, o uso de padrões adicionados para aumentar o pico. Entretanto, é comum 
empregar outras técnicas, tais como, cspectromctria de massas, cspcctroscopia infravermelho 
ou ressonância magnética nuclear para confirmaras identidades. 

Ainda não se dispõe de um detector que seja, simultaneamente, universal c sensível. Dos mais 
usados, o detector por índice de refração é universal, porque responde a todos componentes, 
mas sua sensibilidade é bem limitada, enquanto o detector por absorvância no ultravioleta é 

sensível mas é seletivo, porque só responde aos componentes que absorvem energia 
eletromagnética no comprimento de onda selecionado. 


Necessidade de experiência no seu Para se obter o máximo de aproveitamento do sistema CLAE é necessário que o operador 

manuseio tenha uma grande experiência com ele. Isto constitui um fator muito negativo, porque para 

um operador atingir este nível de vivência necessita de pelo menos 6 meses de treinamento. 



% 


Para que a molécula do soluto possa ser adsorvida na fase estacionária, primeiro uma molécula da fase 
móvel deve ser deslocada da superfície. Se se assumir que o adsorvente possui uma superfície polar (por ex., 
sílica ou alumina), grupos apoiares (por ex., hidrocarbonetos) terão pouca afinidade por esta superfície c 
nao irao deslocar a molécula da fase movei, por isso, não serão retidos. Círupos funcionais polares capazes 
de formar pontes de hidrogênio terão fortes afinidades pela superfície e serão fortemente retidos. Moléculas 
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polarizáveis (por cx., moléculas aromáticas) irão apresentar interação dipolo induzindo-dipolo com a 
superfície do adsorvente c, portanto, também serão retidas; o grau de retenção depende da polarização de 
cada molécula ou grupo funcional. 


É 


• a a * 

um grande número de sítios ativos. A atividade da superfície de muitos sólidos (incluindo a sílica e alumina) 
se encontra com freqüência afetada pela retenção de certas moléculas de alta polaridade, como álcoois, 
fenóis, água, etc., e, devido a eles, em determinadas ocasiões, é difícil reproduzir os resultados obtidos nas 


análises, porque as propriedades da superfície sofreram mudanças. Em conseqüência, a superfície da sílica 
empregada na CLAE é habitualmente submetida a determinados processos de desativação com o propósito 
de diminuir a retenção de moléculas muito polares e, assim, se mantém a superfície em condições uniformes, 
o que contribuirá para melhorar a reprodutibilidade das análises. 


Muitas vezes, devido a uma forte adsorção ou retenção de alguns componentes da amostra no solido 
ativo, é necessário aumentar a polaridade da fase móvel de uma maneira constante e uniforme, com o que 
se consegue um incremento de solubilidade dos componentes da amostra na fase móvel. A esta variação 
dá-se o nome de eluição por gradiente ou programação da fase móvel. 


Devido a vasta literatura em cromatografia em camada delgada, cujos resultados podem scr 
transferidos quase dirctamente para a CLS, é possível prever as retenções da amostra nestas colunas. Por 
causa da simplicidade e flexibilidade da cromatografia em camada delgada, é muitas vezes mais conveniente, 
para estabelecer a melhor combinação de fase estacionária e fase móvel, usar esta técnica antes e transferir 
as condições de separação para a CLAE, onde pode se utilizar a sua maior eficiência. 


Compostos diferenciados em tipo químico ou número de grupos funcionais são facilmente separados 
por CLS; por exemplo, ácidos graxos, álcoois, alcalóides, aminas, antioxidantes, barbitúricos, corantes, 
esteróides, fenóis, lipídeos, vitaminas, etc. 


2.2. Cromatografia líquido-líquido ou por partição 

à 


A cromatografia líquido-líquido (CLL) foi desenvolvida por MARTIN c SYNCE cm 1941 para a 
separação de vários aminoácidos, usando uma fase estacionária dc água cm sílica c clorofórmio como fase 
móvel. O mecanismo de separação neste tipo dc cromatografia, ou mecanismo dc distribuição como também 
é chamado, baseia-se nas diferentes solubilidades que apresentam os componentes da amostra na fase móvel 

j 

e na fase estacionária. Então, os componentes mais solúveis na fase estacionária são sclctivamcnte retidos 
por ela, enquanto os menos solúveis são transportados mais rapidamente pela fase móvel. 

A CLL é utilizada para compostos levemente polares, cujas massas moleculares são inferiores a 2(XX). 

O maior inconveniente desta técnica é a solubilidade da fase estacionária na fase móvel, o que 
rapidamente deteriora a coluna, levando a não reprodutividade nas separações repetitivas. Isto pode ser 
resolvido de duas maneiras. A primeira é saturando a fase móvel com a fase estacionária por meio dc uma 
pré-coluna, colocada antes do injetor, que contenha uma alta percentagem da fase estacionária. A segunda 
é utilizando materiais que contenham a fase estacionária quimicamente ligada a um suporte sólido, técnica 
a ser descrita na próxima seção. Esta segunda maneira é que possibilita a execução dc uma programação 


) 


da fase móvel. 
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23 . Cromatografia líquida com fase ligada 

) 


A fase estacionária para a cromatografia líquida com fase ligada (CLFL) surgiu como consequência 

m 

t 

de problemas associados com a CLL. Visto que a fase estacionária está quimicamente ligada à superfície de 
■ um suporte, elimina-se o problema da solubilidade da fase estacionária na fase móvel. O mecanismo principal 
i desta técnica baseia-se na partição, levando alguns autores a considerá-la uma técnica de líquido-líquido. 
Por outro lado, como esta fase estacionária também apresenta influência de grupos ativos (polares) da 

, superfície, isto é, também ocorre o mecanismo de adsorção, a maioria dos pesquisadores considera esta 

\ 

técnica um método separado. 

Variando a natureza dos grupos funcionais da fase estacionária, é possível obter diferentes tipos de 
seletividade. Tais grupos podem ser de natureza polar, como o grupo amino (-NH 2 ) e o grupo nitrilo (-CN), 
que, funcionando similarmente às fases polares da CLS, são chamados de fase normal *; ou de nature/a 

apoiar, como os grupos octü (-Cg H 17), octadecü (-Cjg H37), fenil (-C^ II5), etc., que são de fase reserva. 

Infelizmente, a quantidade de fase estacionária que é possível ligar em um suporte (geralmente 

partículas de sílica) é limitada e, como conseqüência, as quantidades de amostras separadas nestas colunas 
são necessariamente pequenas. 

Esta técnica, usando as fases apoiares, tem inúmeras aplicações, tendo resolvido vários problemas cujas 
soluções até então eram consideradas muito difíceis. Algumas classes de compostos que são facilmente 
separadas pela técnica de fase reversa são alcalóides, álcoois, antibióticos, aromáticos, barbitúricos, 
pesticidas clorados e vitaminas. Algumas classes que são facilmente separadas usando as fases polares são 
alcalóides, álcoois, anilinas, aromáticos, complexos metálicos, corantes, esleróides, fénois, glicóis e 
pesticidas. Compostos fracamente iônicos (ácidos e bases) podem ser separados se a dissociação for 
suprimida por tamponação na escala de pH 2-8, contanto que o equilíbrio: 




nao-iomco 


A • 


íonico 


permaneça à esquerda. 

I 

Este tipo de cromatografia é .muito útil e se aplica a moléculas de baixa ou média polaridade, não 
iônicas, de massa molecular inferior a 2000 e solúveis cm solvente orgânico. 

Quando nao e fácil manter todas as moléculas na forma não ionizadas, a cromatografia líquida por 
pares de íons (CLPI), uma forma especial de CLFL, pode ser usada. Nela, a molécula da amostra iônica cu. 
íonizavel forma um par de íons por associação com um contra-íon orgânico, adequado, da fase móvel. O par 
de íons é então distribuído entre a fase estacionária, normalmentc uma de fase reversa, onde o par de íons 
é solúvel, e a fase móvel, normalmente aquosa-orgânica, que solubiliza as espécies ionizadas. O equilíbrio 
envolvido confere um alto grau de solubilidade. Um alto grau de seletividade pode ser introduzido na 
separaçao pelo ajuste dos parâmetros de polaridade da fase móvel, pelo pU, pela natureza c concentração 
do contra-ion, e, cm menor extensão, pela natureza da fase estacionária. 

A CLPI é uma alternativa à cromatografia por troca iônica e tem a vantagem de usar colunas de longa 

vida e maior reprodutibilidade. Além disso, a CLPI permite a determinação simu.tânea de compostos ácidos, 
básicos e neutros. 


Os nomes FASE NORMAL (FN) e FASF RFVPDc a cpd\ - 

. . _ , , t J e r-AMi klx/ERSA (FR) sao artificiais (mesmo sendo muile 

usados) e sao baseados no conceito de mm a ri ^ 1 » r , , 

„ „ euo uc que a CLS c normal c usa fase móvel apoiar, enquante 

que o inverso é a reversa . M 



k 


2.4. Cromatografia por exclusão 



. \\ cromatografia por exclusão (CE) efetua a separação de acordo com o tamanho efetivo das moléculas. 

A coluna é recheada com matéria inerte cujos poros têm tamanho controlado. As moléculas pequenas podem 

• *+ 

penetrar na maioria dos poros .e apresentarem um maior tempo de retenção, enquanto as maiores sao 
excluídas de todos os poros. Assim, moléculas grandes movem-se rapidamente através da coluna e as 
moléculas pequenas são eluídas lentamente pela fase móveí^Ó intervalo de massas moleculares em que se 
pode trabalhar por CE variá desde aproximadamente 1000 até vários milhões. A Cc clássica emprega 
materiais frágeis, incapazes de resistirem a pressões maiores do que 4 bar. Em contraste, a CLAE necessita 
materiais com estruturas mais rígidas, normalmente de sílica, mas também de resina altamente cruzada. 
Mesmo que a literatura contenha exemplos das aplicações de CE para a separação das moléculas orgânicas 
e inorgânicas em sistemas aquosos e não aquosos, a técnica é predominantemente usada para análises de 
•compostos de alta massa molecular, incluindo polímeros orgânicos (por ex., poliolefinas, poliestirenos e 
,poliamidas), silicones e biopolímeros (por ex., proteínas, ácidos nucléicos, oligossacarídeos, peptídeos, 
açúcares e glicóis). A aplicação de CE tem aumentado na caracterização de altos polímeros, pela 
determinação da distribuição de suas massas moleculares. 


2.5. Cromatografia por troca iônica 


| Na cromatografia por troca iônica (CTI), a fase estacionária é,.nprmalmente, uma resina de poliestireno 

cntrccruzada com divinilbenzeno, a qual são ligados grupos iônicos / como, por exemplo, o grupo -SO 3 no 
caso do trocador de cátions, e o grupo -NR^, no caso do trocador de ânions. Os grupos iônicos têm um 
contra-íon (com carga oposta) que pode ser deslocado pelos íons da fase móvel de carga similar a ele. Por 
exemplo, para uma resina trocadora de cátions, tem-se o equilíbrio entre o contra-íon Na e o cátion da 

amostra, M : 

M + + R-SO 3 Na + n I Na + + R-SOTM* 

Para a CTI, as colunas para a CLAE são bem mais eficientes do que as para a CLC. 

Exemplos característicos dos compostos separados por CTI são ácidos carboxílicos, açúcares, 
analgésicos, vitaminas, ânions inorgânicos e cátions metálicos ou complexos. Contudo, esta técnica pode ser 
também aplicada na separação de peptídeos, aminoácidos e ácidos nucléicos, que podem se ionizar em 
soluções com pH devidamente tamponado. 


2.6. Sumário das técnicas da CLAE 


Na escolha da melhor técnica cromatográfica para a separação dos componentes de uma determinada 

amostra, deve-se considerar as suas propriedades, tais como: massa molecular, solubilidade, estrutura, etc. 
Um guia geral que pode ajudar nesta escolha é dado na Figura IX-2. 
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AMOSTRA 


FIGURA IX-2 



/ 


MASSA 

MOLECULAR 


PROPRIEDADES 


l-ASE FASE 

MODALIDADE ESTACIONARIA MÓVEL 

TÍPICA TÍPICA 






Fsquema para auxiliar na escolha da técnica cromatográfica, cm função das características da amostra. 
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I 3. CARACTERÍSTICAS DAS FASES MÓVEIS USADAS EM CLAE- 


As principais características que deve apresentar toda fase móvel para ser útil na CLAE são: 

f 

1 

1 

a. Ser de alto grau de pureza ou de fácil purificação. 

b. Dissolver a amostra sem decompor os seus componentes. 

c. Não decompor ou dissolver a fase estacionária. 

I 

d. Ter baixa viscosidade. 

e. Ser compatível com o tipo de detector utilizado. 

f. Ter polaridade adequada para permitir uma separação conveniente dos componentes da amostra. 

N 

I /A fase móvel deve ter alta pureza, como um solvente de grau cromatográfico, permitindo realizar 

I análises de alta sensibilidade com detectores por fluorescência ou por absorbância no ultravioleta, onde as 
impurezas da fase móvel podem absorver e diminuir a sensibilidade do detector para os componentes da 
1 amostra. Quando possível, escolher uma fase móvel de fácil purificação que permita a aquisição de solventes 
\com menor grau de pureza e, conseqüentemente, de menor custo^ - 

É importante que a amostra seja solúvel na fase móvel e não sofra decomposição, para que possa ser 
transportada através da coluna sem que seus componentes se modifiquem. Quando possível, o solvente da 
amostra é a própria fase móvel ou um dos seus componentes, para que ela não sofra precipitação no injeto 

ou na coluna, o que provocará queda de resolução na separação. 

Quando se utilizar cromatografia líquido-líquido, a fase móvel pode dissolver a fase estacionária. Para 
evitar isto, satura-se a fase móvel com a fase estacionária através de algum tratamento antes de sua introdução 
no equipamenio ou mediante o uso de uma pré-coluna cheia de algum suporte sólido contendo uma alta 
percentagem da mesma fase estacionária líquida. Por esta pré-coluna faz-se passar a fase móvel antes dela 

entrar no injetor e, assim, quem perde a fase estacionária é a pré-coluna. 

Colunas com fase estacionária quimicamente ligada ou fase sólida não requerem este tipo de 
pré-tratamehto da fase móvel; somente a filtração é necessária. 

A baixa viscosidade da fase móvel é muito importante na eficiência da separaçao, porque a viscosidade 
influi no efeito de transferência de massa entre a fase estacionária e a fase móvel e também na intensidade 

da vazão. 

A fase móvel deve ser compalível com o detector empregado, o qual é particularmente importante no 
caso do cluição por gradiente, porque a mudança na composição da fase móvel pode afetar o funcionamento 

do detector. 

Os solventes normalmente empregados, com as suas propriedades mais interessantes para a CLAE, 
são citados no Apêndice 4. 


4 CARACTERÍSTICAS DAS FASES ESTACIONARIAS USADAS EM CLAE, 


Alumina celulose, sílica gel e zeolita, que são os materiais usados tradicionalmente na cromatografia 
líquida clássica, são muito pouco usadas na CLAE porque as suas partículas têm forma irregular, são muito 


( 


195 


grandes e dificilmente se consegue reproduzir os resultados da análise devido a facilidade que estes materiais 
apresentam em mudar as suas propriedades. 

Na CLAE os materiais ideais são aqueles que, em menor tempo possível, têm a máxima capacidade 
de amostra, dão a melhor resolução na separação da mistura, são de fácil introdução na coluna, produzem 
pequena queda de pressão e que sejam de baixo custo. Estes materiais ideais não existem ainda e, em 
determinadas circunstâncias, se justifica sacrificar algumas vantagens para se conseguir outras. As dimensões 
das partículas dos materiais empregados são pequenas e muitas vezes estas partículas têm forma regular que 
contribui para a uniformidade do enchimento da coluna. Uma outra característica da partícula, que também 
é importante para a uniformidade, é a de ter uma faixa de variação de diâmetros bem pequena. Alguns destes 
materiais são completamente porosos e outros peliculares (superficialmente porosos), ambos podendo 

conter fases quimicamente ligadas a sua superfície. 

. Considerando as suas propriedades físicas, os recheios para a CLAE podem ser classificados de acordo 
com os seguintes aspectos: 

a. Sólidos rígidos, semi-rígidos ou não rígidos. 

b. Partículas porosas ou peliculares. 

c. Partículas esféricas ou irregulares:-* 

d. Partículas com diferentes diâmetros. 

Sólidos rígidos à base de sílica são os recheios mais usados atualmente. Estes recheios podem resistir 
a pressões rclativamente altas, resultando em enchimento estávcLe colunas eficientes de partículas pequenas. 
Estas partículas de sílica podem ser obtidas em vários tamanhos, formas e graus de porosidade. Felizmente, 
vários grupos funcionais ou camadas poliméricas podem ser ligadas a superfície da sílica, estendendo a 
utilidade destas partículas para aplicações em alguns métodos individuais da CLAE. 

Sólidos semi-rígidos são geralmente constituídos de partículas porosas de poliestireno entrecruzado 
com divinilbenzeno. Dependendo de como eles são preparados, a partícula resultante pode variar em rigidez 
e porosidade, superando completamente grandes limites. O semi-rígido tem sido usado para pressões até 
350 bars, mas algumas destas partículas são limitadas a pressões inferiores a 150 bars. O maior interesse no 
semi-rígido atualmente é para aplicações na CLAE por exclusão com fase móvel orgânica; contudo eles são 
também usados na troca iônica. 

Sólidos não rígidos,' tais como agarose ou dextrose, usados em cromatografia por exclusão clássica, são 
aplicados exclusivamente para a separação de moléculas grandes, solúveis em água, como as proteínas. 
Contudo, estes sólidos não rígidos não podem resistir às pressões usadas na CLAE. 

Os dois tipos de materiais, peliculares e porosos, diferem em algumas das suas propriedades e têm 
muitas outras em comum. Ambos podem ser introduzidos na coluna com certa facilidade, obtendo-se colunas 
muito eficazes. Elas podem ser utilizadas em cromatografia líquido-sólido, dependendo da atividade da sua 
superfície ou pode ser recoberto com alguma fase líquida para serem utilizadas em cromatografia 
líquido-líquido. Também, pode-se ligar quimicamente na sua superfície alguma fase líquida e obter-se uma 
coluna para CLAE com fase quimicamente ligada. Além destes tem-se os materiais de recheio do tipo 
pelicular ou poroso para cromatografia por troca iônica. 

Os adsorventes peliculares, com diâmetros de partícula entre 30 e 45 fim, apresentam eficiência, 
rapidez, reprodutibilidade e custo similar aos adsorventes completamente porosos, com diâmetros menores, 
mas apresentam menor capacidade e, por isto, o seu emprego tem diminuído notavelmente nos últimos anos. 

Para obter-se uma distribuição homogênea do recheio em toda extensão da coluna, que dará 
separações com alta eficiência, as partículas devem ter uma faixa de diâmetro a mais estreita possível. As 
partículas esféricas apresentam melhor facilidade no enchimento, enquanto as irregulares têm menor custo. 

O tamanho da partícula também controla o processo de difusão das moléculas da amostra ao penetrar 
e sair dos poros da partícula. Quanto maior o tamanho da partícula porosa, mais lento será o processo de 
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difusão e, como conscqüencia, mais lenta será a transferência de massa entre a fase estacionária e a a 
móvel. Isto acontece porque à medida que aumenta o tamanho da partícula aumenta também a profun i a e 
dos poros (Figura IX-3a) e conseqüentemente a amostra demora mais tempo para sair destes poros 
profundos. Ao mesmo tempo deve-se considerar que um aumento da vazão da fase móvel , para obter-se 
análises rápidas, faz com que as moléculas da amostra nesta fase migrem rapidamente em comparação com 
as na fase estacionária (independente dos poros) e isto resulta no alargamento dos picos. 

Conforme diminui o tamanho da partícula (Figura IX-3b) a profundidade dos poros também diminui 
e a saída da amostra dos poros acontece mais rapidamente, permitindo obter-se análises rápidas sem perda 
na eficiência. Estas explicações justificam porque na CLAE utilizam-se somente materiais porosos cujas 
partículas têm tamanho igual ou menor do que 10 fi m, com exceção da troca iônica. 

Outros tipos de materiais utilizados são partículas esféricas, geralmente vítreas, não porosas, 
recobertas por uma camada muito fina de um adsorvente poroso (Figura IX- 3c). Este tipo de material é 
denominado de pelicular de camada porosa, de porosidade superficial ou de centro não poroso.. 
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FIGURA IX-3 


Tipos de partículas para a CLAE. a: partículas porosas; b: partículas microporosas; c: partículas peticutares. 
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função dos tamanhos de suas partículas. 



Tabela IX - 4 



Características de diferentes recheios para CLAE 


t + 

J * 


Propriedade 


Irregulares 
(> 30 /im) 


Recheios porosos 
Esféricos 
(> 30 fim) 


Esféricos ou 
irregulares 
(5 ou 10 fim) 


Recheios peliculares 
esféricos 

(> 30 //ni) 


Eficiência 


baixa a 


baixa a 


alta 


moderada a alta 


moderada 


moderada 


Velocidade 
da análise 


moderada 


moderada 


rápida 


rápida 


Facilidade 


razoável 


boa 


razoável 


excelente 


de enchimento 

Quantidade 
da amostra 


grande 


grande 


grande 


pequena 


Permeabilidade 


alta 


alta 


baixa 


muito alta 


da coluna 


Capacidade 


alta 


alta 


alta 


baixa 


Custo 


baixo 


moderado 


alto 


moderado a alto 


Nos parágrafos a seguir serão descritas algumas das fases estacionárias, comumente utilizadas nas 
diferentes técnicas de CLAE. Além destas, existem outras fases sintetizadas para finalidades específicas, tais 
como a separação de enantiômeros, carboidratos ou ácidos intermediários do ciclo de Kreb’s, para as quais 
é sugerido consultar os catálogos dos revendedores apropriados ou a literatura especializada. 


4.1. Fases estacionárias para CLAE líquido-sólido 


adsorção (GLS) 


40/i m), com película porosa. Quase 


o as estas separações sao limitadas a alguns tipos de adsorventes: sílica e alumina. A retenção e a separação 
nestes adsorventes sao geralmente similares, os componentes mais polares da amostra serão relidos 
preferenetalmente. A ordem usual de eluição é: hidroearbonetos saturados < olefinas < 


aromáticos 
< amidas 


: haletos orgânicos 
ácidos carboxílicos. 


sulfetos 


éteres 


ésteres 


aldeídos 


olefinas 

cetonas 


hidroearbonetos 
álcoois ~ aminas 


Na modal, dade de croma, ografia por partição com fase líquida, é preferível usar suportes que sejam 
inertes; mas nao existem suportes inertes com a rigidez e uniformidade requerida pela CLAE. Usa-se a sílica, 
sabendo-se que tem pontos adsorventes que necessitam ser completamente cobertos ou desativados como 
em CG. Os poros deverão ser suflcientemente grandes para permitir total acesso das moléculas do soluto à 


fase estacionária contida dentro da 


do 


V V/.. U IV», 3 U 

superficialmente porosos podem ser usados para preparação de colunas para CLL. 
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Na Tabela IX-5 encontra-se uma lista de alguns sólidos microporosos usados em CLS c como suporte 
para CLL. 



Tabela IX -5 



Sólidos microporosos para CLAE líquido-sólido (CLS) e para suporte da CLAE líquido-líquido (CLL) e 
com fase ligada (CLFL) 


Tipo Nome 


Fornecedor Diâmetro 


Tamanho Volume 




da partícula 
(J/m) 


do poro 
(nm) 


do poro 

(mL/g) 


da superfície 

(m 2 /g) 


Sílica 

(esférica) 


Sílica 

(irregular) 


Alumina 

esférica 

Alumina 

(irregular) 

Carbono 

Grafitizado 

Polímero 
de estireno- 

divinil 

benzeno 

Polímero 
de vinilpridina 


Polímero 


ACCUSPHERE-Si 

ADSORBOSPHERE- 

Si 

ADSORBOSPHERE- 

HS-Si 

AOUAPORE 

BAKERBOND-Si 

BAKERBOUND-Si 

WP 

CHROMEGABOND- 

Si 


CHROMSPHERE 

CP-MICROSPHERE 

ECOMOSPHERE-Si 

HYPERSIL 

LICHROSPHERE- 

S. 

MACROSPHERE-Si 

NOVAPAK-Si 

NUCLEOSIL 


PARISPHERE-Si 

RESOLVE-Si 

REXCHROM-Si 

SPHERl-Si 

SPHERISORB 

SPHERISORB- WP 

ULTRA POR E-Si 
ULTRASPHERE-Si 
VELOSEP-Si 
VYDAC HS-101 
VYDAC TP-101 

ZORBAX-SIL 

BIO-SIL HP 
ECONOSIL 
LICHROSORB-Si 


POLYGOSIL 

PARTISIL-Si 

//-PORASIL 

PROTESIL 

RSIL 

ULTRASIL 

VERSAPACK 

SPHERISORB AY 

ALOX 60D 
LICHROSORB 
ALOX-T 
HYPERCARB 

PLRP-S 

POLYSPHERE 
PRP-1 
ROGEL RP 
MACROPHASE 
MP-2 

POLYSPHERE 

RPCI 

PERISORB PA-6 


JÀW Scientific 

3,5 

12 

0,7 

170 


7 

30 


100 

Alltecb 

3,5,7,10 

8 

- 

200 

Alltecb 

3,5,10 

6 

- 

350 

Brownlee 

7 

30 



J.T. Baker 

3,5 

12 

• 

• 


10 

15 

• 

• 

J.T. Baker 

5,15 

30 

- 

- 

ES. Industries 

3,5,10 

6 


500 



8 

- 

300 



10 

- 

300 


30 

m 

— 

100 

ChromPack 

5 

12 

0,7 

160 

ChromPack 

3 




Alltech 

3,5,10 

8 

0,8 

200 

Shandon 

3,5,10 

10 

• 

170 


5,10 

30 


60 

EMerck 

3,5,10 

6 


400 



10 

1,4 

250 



30 

U 

60 

Alltech 


30 


90 

Walers 

4 

6 

m 


Macherey-Nagel 

3,5,7,10 

5 

0.8 

500 



10 

1,0 

350 



12 

0,65 

200 



30 

1.0 

100 

Whatman 

3,5,10 

12 


160 

Walers 

5,10 

9 

m 


Regis 

3,5 

10 

0.5 

200 


30 

0,8 

100 


Brownlee 

5,10 

8 


m 

Phase 

3,5,10 

8 

0,3 

220 

Separalions 





Phase 

5,10 

30 

1,5 

190 

Separalions 





Beckman 

5 

30 

m 


Beckman 

3,5 

8 

m 


Brownlee 

3 

10 

m 


Separalions group 

5,10 

8 

0,8 

500 

Separalions 

5,10 

30 

0,6 

100 

Group 





DuPonl 

7 

7 

m 

300 


5,10 

33 

• 

100 

BioRad 

10 

6 

m 

350 

Alltech 

5,10 

6 

m 

450 

EMerck 

5.7,10 

4 

0,6 

800 



6 

0,7 

500 



10 

1,0 

300 

Macherey-Nagel 

5,10 

6 

- 

500 

Whatman 

5,10 

8,5 

• 

350 

Walers 

10 

6 

• 

300 



12,5 

- 

300 

Whatman 

5.10 

30 

- 

250 

Alltecb 

5.10 

8 

- 

550 

Beckman 

10 

8 


• 

Alltech 

10 

8 

• 

200 

Phase 

5,10 

13 

• 

93 

Separalions 





Macherey-Nagel 

5.10 

6 

• 

60 

EMerck 

5.10 

15 

- 

70 

Shandon 

7 

25 

• 

150 

Polymer 

5,8,10 

10 


500 

Laboratories 





EMerck 

10 

8 


. 

Hamilton 

5,10 

7,5 


445 

Alltech 

5,8 

7 



Interaction 

• 

- 

- 

- 

EMerck 

m 




EMerck 

• 





de propilamida-6 
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Alguns exemplos de adsorventes peliculares são encontrados na Tabela IX-6. Diz-se que estes materiais 
são de baixa capacidade de amostra, geralmente da ordem de microgramas por grama ( //g por g) de 
adsorvente, mas, pela sua alta eficiência, análises muito rápidas são possíveis de serem realizadas. Todos os 
peliculares têm forma esférica e os mais comuns são os que apresentam uma camada de sílica gel sobre a 

superfície da esfera dura. 



Tabela IX-6 



para CLAE líquido-sólido (CLS) e para suporte da CLAE 


fase ligada (CLFL) 



Tipo 


Nome 


Fornecedor 


Diâmetro 
da partícula 


Tamanho 
do poro 


(nm) 


Volume 
do poro 

(mL/g) 


Área de 
Superfície 

(m 2 /g) 


Sílica 

CORASIL 1 

Waters 

37-50 

- 

- 

7 

(ativa) 

^ M 


CORASILI1 

Waters 

37-50 

- 

- 

14 

m 


PELLOSIL HS 

Whatman 

37-44 

m 

• 

4 


PELLOSIL HC 

Whatman 

37-44 

- 

- 

8 


PERJSORB A 

ELMerck 

30-40 

6 

0,05 

14 


SYNCHROPAK. SC 

SynChrom 

30-40 

- 

* 



VYDAC-SC-101 

Separations 

Group 

30-40 

6 


10 

Sílica 

ZIPAK 

DuPont 

26-37 

- 

- 

1 

(inativa) 

Alumina 

PELLUM1NA HS 

Whatman 

37-44 

- 

- 

4 


PELLUM1NA HC 

Whatman 

37-44 

- 

- 

8 



4 


Alguns sólidos têm uma superfície muito pouco ativa e só são úteis como suporte para CLL, como é o 
caso do Zipac. Outros, como Corasil, Pellosil, Vydac, etc., são utilizados tanto para CLL como para CLS. 

Todos estes adsorventes normalmente contêm uma certa porcentagem mínima de uma fase líquida 
com o propósito de desativar os sítios mais ativos de sua superfície. No caso da CLS deposita-se uma certa 
percentagem de água (aproximadamente 0,02 a 0,04 g de água por cada 100 m 2 de superfície), a qual é 
suficiente para desativar parcialmente o adsorvente e aumentar a faixa linear da fase. 


4.2. Fases estacionárias para CLAE com fase ligada 



A superfície de sílica, que é o suporte mais popular, pode ser modificada por um destes caminhos, 
entre outros: 

a. Formação do éster silicato (Si-O-R) por reação do grupo silanol com um álcool: 

Si-OH + ROH ► Si-O-R + H 2 O 

b. Formação da ligação siloxano (Si-O-SiR ) por reação do grupo silanol com um organoclorossilano: 

Si-OH + R 3 SiCl ► SÍ-O-SÍR 3 + HC1 

c. Formaçao da ligação silício-carbono pelo tratamento do grupo silanol com cloreto de tionila, para 

produzir o cloreto, que, em seguida, reage com um composto organometálico para produzir um 
grupo orgânico ligado diretamente a superfície da sílica: 

Si-OH + SOCI 2 ► Si-Cl + HC1 + SO 2 

Si-Cl + RLi Si-R + LiCl 

Estes materiais, quando preparados pelos métodos b e c têm, relativamente, uma grande estabilidade 
(até pH = 8 ). O tipo éster, preparado pelo método "a" já não é tão estável. 
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Tabela IX-7 


i 



Tipo 

Nome 

Fornecedor 

Grupo ligado 

% de carbono 
(em peso) 

Apoiar 

ACCUSPHERE ODS I 

J & W Scientific 

octadecil-polímero 

10,0 


ODS II 


octadecil-monômcro 

10,5 


methyl 


trimetil 

2,6 


ADSOBOSPIIERE C18 

Alltech 

octadecil 

12,0 


HS-C18 


octadecil 

20,0 


C8 


octil 

8,0 


AQUAPORE RP300 

Brownlee 

octil 



BAKERBOND C18 

J.T. Baker 

octadecil 



C8 


octil 



C4 


butil 



// BOND APAK-C18 

Waters 

octadecil 

10,0 


Cl IROMEG ABOND C22 

E.S.Industries 

docosil 



C18 


octadecil-polímero 



MC18 


octadecil -monômero 



C12 


dodecil 



C8 


octil-polímero 



MC8 


octil-monômero 



MCC6 


ciclohexil -monômero 



C6 


hexil-polímero 



TMS 


trimetil-polímero 



C2M 


dimetil 



C2 


ctil 



Cl 


metil 



CHROMOSPIIERE C18 

Chrom Pack 

octadecil 



C8 


octil 



ECONOSIL C18 

Alllech 

octadecil 

15,0 


C8 


octil 

10,0 


IIYPERSIL ODS 

Shandon 

octadecil 

10,0 


MOS-1 


octil 

7,0 


MOS-2 

• 


octil 



MOS-WP 


octil 

2.7 


SAS 


metil 

2.6 


LICIIROSORB RP18 

E.Merck 

octadecil 

15,0 


RP8 


octil 

9,0 


RP2 


metil 



NOVAPAK C18 

Waters 

octadecil 

7.0 


NUCLEOSIL- 100-08 

Macherey-Nagel 

octadecil 

14.0 


120-08 


octadecil 

11.0 


100-C8 


octil 

9,0 


120-C8 


octil 

7.0 


PARTISIL ODS-1 

Whatman 

octadecil-polímero 

5.0 


ODS-2 


octadecil-polímero 

15,0 


ODS-3 


octadecil-polímero 

10.5 


C8 


octil 

9,0 


PARTISPI IERE 08 

Whatman 

octadecilmonômc ro 

10,0 


C8 


octil 

6,0 


RESOLVE 08 

Waters 

octadecil 

12,0 


C8 


octil 

6,0 


REXCIIROM ODS 

Rcgis 

octadecil 



octyl 


octil 



butyl 


butil 



RS1LC18IIL 

Alltech 

octadecil 

16,0 


C8 


octil 

9,0 


C3 


metil 

7,0 


SPIIERI-5 RPI8 

Brownlee 

octadccil-monômcro 



ODS 


octadecil-polímero 



RP8 


octil-monômero 



OSS 


octil-polímero 



RP2 


dimetil 



SPIIERISORB ODS-I 

Phasc 





Scparations 

octadecil-polímero 

7,0 


ODS-II 


octadccil-monômcro 

12,0 



octadccil-monômcro 


201 



Tabela IX-7 


Fases estacionárias microporosas para CLAE com fase ligada (CLFL) 


Tipo 


Polaridade 

média 


Polaridade 

alta 


Nome 


C8 

C6 

Cl 

ULTRA CA RB C18 

ODS 

VYDAC 201 TP 

201 HS 
218 TP 
228 TP 
214 TP 
ZORBAX-ODS 

C8 

ACCUSPHERE CN 

PHENYL 

ADSORBOSPI IERE CN 


PHENYL 


//-BONDAPAK CN 

PHENYL 
CHROMEGABOND AP 

CN 


DNAP 

DP 

FE 

FD 

FP 

PFP 

PU 

HYPERSIL CPS 

PHENYL 
LICI IROSORB CN 
NOVOPAK CN 

PHENYL 
NUCLEOSIL 100-CN 

100-N(CIl3)2 
100-NO2 
REXCIIROM PHENYL 
SPHERISORB CN 

PHENYL 
VYDAK 219 TP 


ZORBAX-CN 

ACCUSPI 1 ERE- AM I NO 

-DIOL 

ADSORBOSPHERE-NI I 2 

-PAC 


Fornecedor 


Phcnomcnex 


Scparations 

Group 


DuPont 


J & W Seientific 


Alltech 


Waters 


E.S.Industries 


Shandon 


E.Mcrck 

Waters 


Machcrey-Nagcl 

dimelilamino 


Rcgis 

Phase 

Scparations 

Separations 

Group 

DuPont 

J & W Seientific 


Alltech 


Grupo ligado 


% de carbono 
(em peso) 


octil-monômero 

hexil 

metil 

octadecil 

octadecil 

octadecil 

octadecil 

octadecil 

octil 

butil 

octadecil 

octil 

cianopropil 

fenil 

cianopropil 

fenil 

cianopropil 

fenil 

alquifenil 

cianopropil 

dinitroaniliopropil 

difenil 

fluoro eter 

fluorodecil 

fluoropropil 

fluorofenil 

fenetilurea 

cianopropil 

fenil 

cianopropil 

cianopropil 

fenil 

cianopropil 

dimetilamino 

nitroalquil 

fenil 

cianopropil 

fenil 

difenil 


cianopropil 

propilamina 

propidiol 

alquilamina 

ciano 4- amina 


6,0 

6,0 

2,0 

22,0 

31,0 

9.0 
13,5 

8.0 


4,0 

18,0 

15,0 

4.0 

3.0 


6,0 

8,8 


4.0 

5.0 


3.0 

4.0 


3.5 

3,0 

3,0 


1 1 


2,5 


BAKERBOND-DIOL 

-Nlh 

CHROMEGABOND-A 


NCN 

D 

DA 

TA 


HYPERSIL-APS 
LICI IROSORB-DIOL 

-NII 2 

NUCLEOSIL-lOO-DIOL 

-IOO-NH 2 
PARTISIL-PAC 
SPHERISORB-NI I 2 


ZORBAX-NII 2 


J.T.Baker 


E.S.Industries 


Shandon 

E.Merckalquildiol 


Machcrey-Nagel 


Whatman 

Phase 

Scparations 

DuPont 


alquildiol 

alquilamina 

alquilamina 

ciano -f amina 

alquildiol 

diamina 

triamina 

alquilamina 


alquilamina 

alquildiol 
alquilamina 
ciano 4- diamina 
propilamina 


alquilamina 


2,0 


2,0 
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A Tabela IX-7 cita alguns materiais para CLFL utilizados normalmcnte em CLAE. Todas as fases 
quimicamente ligadas são baseadas em núcleo que é um dos sólidos da Tabela IX-5 . 0 seu nome é o mesmo 
da Tabela IX-5, com poucas exceções (por ex., Bondapak vs Porasil), mais algumas especificações para 
identificar o grupo funcional. Então, nesta tabela, não há necessidade de incluir o tamanho da partícula, 
porque já foi citado na Tabela IX-5. Em substituição, foi colocada a porcentagem de carbono no total de massa 
( que é uma medida do grau de cobertura). A maioria deles contêm a ligação Si-O-SiRR 2 , onde R é o grupo 
quimicamente ligado, ativo na separação e R’ é, normalmenle, grupo metil. Alguns destes materiais têm 
diferentes percentagens de fase quimicamente ligada com o mesmo nome, por ex., Partisil ODS-X, onde 
X = 1, 2 ou 3 corresponde a 5, 15 e 10% de carbono ligado ao Partisil, respectivamente. Esta percentagem 
de fase quimicamente ligada é que vai limitar a quantidade de amostra que poderá ser utilizada na separação. 

Outro parâmetro importante, especialmente para as fases ligadas apoiares, é se os grupos silanóis que 
sobraram, após a reação de preparação da fase estacionária, foram, ou não, desativados por reações de 
capeamento ("end capping") com trimetilmetoxissilano óu reagente similar. 

Dos materiais citados na Tabela IX-7, os mais utilizados são os da cromatografia com fase reversa, que 
têm os grupos octadecil, octil e dimetil, entre outros. São também amplamente utilizados os grupos amino e 
nitrilo, que produzem fases estacionárias de caráter polar. 

Na Tabela IX-8 são citados alguns dos materiais normalmente usados para CLFL, baseados nas 
partículas peliculares. 


Tabela IX-8 

Fases estacionárias peliculares para CLAE com fase ligada (CLFL) 

Tipo 

Nome 

Fornecedor 

Grupo ligado 

Apoiar 

BONDAPAK 08 

Waters 

octadecil 

CO:PELL-ODS 

Whatman 

octadecil 


PER1SORB RP18 

E.Mcrck 

octadecil 


RP8 


octil 


RP2 


metil 


PERMAPIIASE ODS 

DuPont 

oetedccil 


SYNCHROPAK-RSC-C18 

SynChrom 

octadecil 


RSC-C8 


octil 


RSC-C4 


butil 


RSC-C1 


metil 


VYDAC SC-201 

Separations Group 

octadecil 


ZIPAC-HC 

DuPont 

hidrocarboneto 

Polaridade 

BONDAPAK PI1ENYL 

Waters 

fenil 

média 

PERMAPIIASE ETII 

DuPont 

éter 

VYDAC SC-501 

Separations Group 

alquilnitrila 


ZIPAC ANII 

DuPont 

alquilnitrila 

Polaridade 

CO:PELL-PAC 

Whatman 

aminonitrila 

alta 

PERJSORB PA-6 

E.Mcrck 

potiamida 

VYDAC SC-601 

Separations Group 

alquilamina 


ZIPAC PAM 

DuPont 

poliamida 


4.3. Fases estacionárias para CLAE por troca iônica 

Os materiais usados como recheio para a CLAE por troca iônica (CTI) têm grupos (cátions ou ânions) 
quimicamente ligados a partículas porosas de resinas poliméricas, a sílica com camada pelicular, as 
micropartículas porosas de sílica e as micropartículas porosas de resinas poliméricas. 
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Tradicionalmente, as partículas porosas de resina polimérica são usadas na separação de aminoácidos, 
peptídeos e carboidratos. Este material consiste em partículas rígidas do copolímero poliestircno- 
divinilbenzeno, cuja superfície e poros contêm os grupos trocadores de íons. Estes materiais são de 
capacidade elevada, geralmente da ordem de miliequivalente por grama de material e são encontrados com 

diâmetros maiores (30-40 // m) ou menores (5 // m, 10// m). 

As sílicas com camadas peliculiares consistem de uma partícula vítrea de forma esférica recoberta com 
uma camada fina do copolímero poliestireno-divinilbenzeno que contém os grupos ativos trocadores de íons. 
Estes materiais são de capacidade reduzida, da ordem de 10// g/g, mas muito eficazes. 

A maioria destas sílicas com camadas peliculares podem ser utilizadas com solventes orgânicos. 

Existem também materiais que têm a vantagem de resistir a pressões elevadas e possuir uma capacidade 
de troca superior a dos materiais peliculares; são as micropartículas porosas de sílica com grupos trocadores 

quimicamente ligados. 

Os grupos quimicamente ligados, presentes em todo tipo de material de troca iônica, são. 


-SO"3 

- trocadores fortes de cátions. 

-CO'2 

- trocadores fracos de cátions. 

-nr 3 + 

- trocadores fortes de ânions. 

-nh 2 r + 

- trocadores fracos de ânions. 


As catiônicas são adquiridas comercialmcnte na forma de sais de sódio 
(H + ) e as aniônicas na forma de cloreto (Cl" ). 


(Na + ) ou de íon hidrônio 


Na Tabela IX-9 destacam-se as características mais importantes de alguns materiais empregados como 
fase estacionária na CLAE por troca aniônica e catiônica. As capacidades indicadas na Tabela IX-9 são 
aproximadas, porque o valor verdadeiro depende da amostra. 


Sendo que os processos de troca iônica dependem muito da temperatura, é conveniente ter algum 
sistema de controle térmico quando for empregada este tipo de fase estacionária, pois mudanças normais 
na temperatura ambiente podem afetar os resultados. 


4.4. Fases estacionárias para CLAE por exclusão 


A cromatografia por exclusão tem a sua resolução baseada no tamanho efetivo das moléculas dos 
componentes da amostra em solução. 

Como esta indicado no Capitulo VI, existem limites que determinam o intervalo de tamanhos cm que 

um material é útil. O primeiro é um inferior, chamado limite de permeação, abaixo do qual todas as moléculas 

de menor tamanho são igualmente difundidas dentro dos poros do material e o segundo é um superior, limite 

de exclusão, acima do qual todas as moléculas são muito grandes para penetrar nos poros. Moléculas de 

tamanho intermediário entre ambos limites serão separadas totalmente ou parcialmente de acordo com a 

seletividade característica de cada material. Então, serão eluídas da coluna sem resolução as moléculas 

menores que o hm.te de permeação e as maiores do que o limite de exclusão, separando somente as que se 
encontram dentro destes limites. 

Atualmente dispoe-se de um grande número de materiais para a cromatografia por exclusão. Eles 
variam de acordo com a sua rigidez e com o intervalo de tamanho dentro do qual são úteis, isto é, o material 
a ser utilizado na coluna dependerá do tamanho efetivo das moléculas que devem ser separadas. 

Quanto a rigidez existem tres tipos de materiais. Os primeiros são os materiais fracos (não rígidos), 
constituídos de géis de polidextrano (Sephadex), poliacrilamidas (Bio-Gel P) e poliagaroses (Sepharose e 
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Tabela IX-9 


Fases estacionârioas para CLAE por troca iônica (CTI) 


Nome 


Fornecedor 


Suporte 


Catiônico 


ADSORBOSPHERJESAX 
AMINEX A SERIES 


Alltech 

Bio-Rad 


sílica 

es-dvb* 


Grupo 

funcional 


-NRÍ 

-NRÍ 


(meq/g) 


3,2 


AQUAPORE AX-300 

Brownlee 

sflica 

-NRÍ 


BAKERBOND N + DIAMINO 

J.T.Bakcr 

sílica 

-NRÍ 





-NR2 


ION-100 AX 

Interaction 

es-dvb 

-NRÍ 


IONPAC-AS 

Dionex 

polímero 

-NRÍ 


NUCLEOSIL 100-SB 

Macherey-Nagel 

sflica 

-NRÍ 

1,0 

PART1SIL SAX 

Whatman 

sflica 

-NRÍ 

<1 

PART1SPHERE SAX 

Whatman 

sflica 

-NRÍ 

<1 

WAX 



DEAE 


POLYPORE ANION 

Brownlee 

es-dvb 

-NRÍ 


POLYSPHERE SAW 

E.Merck 

es-dvb 

-NR> 


PRP-100 

Hamilton 

es-dvb 

-NRÍ 

0.2 

SPHERJSORB SAX 

Phase 

sflica 

-NRÍ 

0.4 


Separations 




VYDAC 300-IC 

Separations 

sflica 

-NR2 



Group 




301 -TP 



-NRÍ 

1,0 

302-1C 



-NRz 


ZORBAX SAX 

Dupont 

sflica 

-NR 


ADSO RBOSPH ERE-SCX 

Alltech 

sflica 

-SÓ) 


AMINEX A series 

Bio-Rad 

es-dvb 

-tlSOj 

5,0 

AQUAPORE CX-300 

Brownlee 

sflica 

-SOj 


BAKERBOND ASA 

J.T.Baker 

sflica 

-0SO) 


PCA 



-RCOOII 


PSA 



-R-SOj 


CHROMEGABOND 

E.S. 




A-SCX 

Industries 

sflica 

-R-SO 3 


A-WCX 



-RCOOII 


P-SCX 



-0SO) 


P-WCX 



-0COOI I 


ION-200 

Interaction 

es-dvb 

SO 3 


IONPAC CS 

Dionex 

polímero 

SO 3 


LICHROSORB KAT 

E.Merck 

sflica 

SO 3 

1.2 

NUCLEOSIL 100SA 

Macherey- 

sílica 

-0-SO3 

1.0 


Nagel 




PARTISIL SCX 

Whatman 

sílica 

-0-SO3 

1.0 

PARTISPHERE SCX 

Whatman 

sílica 

- 6 -SO 3 


WCX 


sflica 

-0-Coo' 


POLYPORE H 

Brownlee 

es-dvb 

-S03 


POLYSORB MP-3 

Interaction 

es-dvb 

C18 + RSÒ3 


POLYSPHERE ICN 

E.Merck 

es-dvb 

-COO' 


IIC 


es-dvb 

-S03 


PRP-200 

Hamilton 

es-dvb 

-S 03 

0,35 

VYDAC 400 IC 

Separations 

sílica 

-coo 



Group 




401 TP 



-sol 

1.0 


copoiímero 
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Bio-Gel A), usados quase sempre com fases móveis aquosas. Sua capacidade é elevada mas eles não resistem 
a pressões superiores a 3 bars; então, são usados somente na CE clássica. 

Os segundos são os materiais semi-rígidos que normalmcntc resistem a pressões da ordem de 100 a 
150 bars. Estes materiais são constituídos de microcsferas de algum copolímero, como o 
poliestirenò-divinilbenzeno. Podem ser empregados com fases móveis aquosas ou não aquosas e existem em 

uma grande variedade de porosidade. São usados em CLAE e também em CE classica. 

Os terceiros são os materiais rígidos que resistem a qualquer pressão e são geralmente constituídQs de 
partículas de sílica porosa ou de vidro poroso. Devido à sua rigidez podem-se obter separações muito t pi as 
com fluxo da fase móvel muito alto, que produz pressões elevadas, para uso em CLAE. 

Os materiais à base de sílica ou vidro podem ter a superfície muito ativa e apresentar adsorção ou 
degradação de certos materiais (por exemplo, desnaturação de proteínas). Existem tratamentos para 
eliminar estes efeitos mediante processos de desativação química, tais como silanizar a sua supe 
modo muito similar ao tratamento químico dos suportes em cromatografia gasosa. 

Na Tabela IX- 10 são mencionados alguns destes materiais de recheio para colunas de CLAE. 


Tabela 1X-10 


Fases estacionárias 

microporosas para CLAE por exclusão (CE) 




Nome 

• 

Fornecedor 

Material 

* 

Diâmetro 
da partícula 
(0m) 

Faixa de 
molecular 

n* 

etapas 

Fase* 

móvel 

BIOGEL SEC 

BioRad 

es-dvb** 

10 

10 ? -8xl0 6 

✓ 

7 

aq 

BIOSIL SEC 

BioRad 

sílica 

10 

500-1 0 6 

% / 

3 

aq/org 

/Z-BONDAGEL 

Waters 

sílica 

10 

2x 1 0' -7x 1 0 6 

4 

aq/org 

CIIROMEGA- 
BOND ME 

E.S. 

Industries 

sílica 

10 

10-10 

6 

aq/org 

IONPAK-S 

Showa Denka 

cs-dvb 

- 

10 -5x1 0 7 
10 2 -7 x10 5 

6 

aq 

MACROSPHERE GPC 

Alltech 

sílica 

7 

7 

3(1 

MICROGEL GPC 

ChromPack 

cs-dvb 

5,10 

10 2 -4x10' 

7 

org 

OHPAK-B 

Showa Denko 

poliglicerol- 

mctacrilato 


10 4 -10 7 

4 

a g 

OHPAK-Q 

Showa Denko 

polivinil álcool 

- 

500-5000 

^ O 

2 

aq 

PHENOGEL 

Phenomenex 

es-dvb 

10 

10 -10 8 
^ r 

7 

org 

PL AQUAGEL 

Polimer 

Laboratories 

poliacrilamida 

10 

10 -10 5 

2 

aq 

PL GEL 

Polymer 

Laboratories 

es-dvb 

5,10 

10^-4x10 

10 : -6xl0 5 

6 

org 

ROGEL-P SEC 

Alltech 

cs-dvb 

5 

3 

aq 

SIIODEX A 

Showa Denko 

es-dvb 

10 

10'-2xl0 8 

8 

org 

SIIODEXKE 

Showa Denko 

cs-dvb 

5 

lOMxlO 7 

7 

org 

SOTAPHASE GF 

Sota Chro- 
matography 

sílica 

10 

5xl0-7xl0 5 

i 

aq 

/Z-SPIIEROGEL 

Beckman 

sílica 

10 

lOMxlO 7 

7 

org 

/ZSTYRAGEL 

Waters 

cs-dvb 

10 

10 -10 7 
10 2 -10 7 

6 

org 

SYNCHROPAK GPC 

SynChrom 

sílica 

5,10 

6 

aq/org 

TSK-GEL PW 

TosoIIaas 

polieter 

10 

10-10 

6 

aq 

TKS-G EL S W 

TosoIIaas 

sílica 

10 

500-5x1 0 5 

3 

aq 

ULTRAI I YDRAGEL 

Waters 

polimetacrilato 

10 

2x 1 0 3 -7 x 1 0 6 

5 

aq 

U LTRASTY RAG EL 

Waters 

es-dvb 

<10 

10M0 7 

6 

org 

W-POREX 

Phenomenex 

sílica 

10 

10 3 -4x10 5 

2 

org 


•aq = soluções aquosas tamponadas; org = soluções não aquosas 

**es-dvb = copolímero de estireno e divinilbenzeno 
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5. CARACTERÍSTICAS DAS COLUNAS USADAS EM CLAE 


As colunas são constituídas de um pedaço de tubo de algum material inerte, de diâmetro interno 
uniforme e capaz de resistir às pressões em que será usado. O aço inoxidável é o mais usado entre todos os 
materiais. Existem também algumas feitas com vidro de paredes grossas, mas apresentam o inconveniente 
de não se conseguir conceções adequadas, entre o vidro e o metal, que resistam a altas pressões sem 

vazamento. 

A superfície das paredes internas do tubo exerce certa influência sobre a eficiência da coluna, que 
requer tubos de diâmetro interno muito preciso e, se for de metal, paredes finamente polidas. 

V 

Geralmente, o diâmetro interno das colunas para fins analíticos é ao redor de 3 a 5 mm e para colunas 
preparativas igual ou maior do que 10 mm. As colunas com microdiâmetro apresentam diâmetros internos 
entre 0,05 e 2 mm. O comprimento fica entre 10 e 50 cm, com exceção da cromatografia por exclusão onde 
às vezes usam-se colunas de comprimento maior ou várias colunas conectadas uma na outra. 

A capacidade da coluna é determinada pelo seu comprimento, diâmetro e material de recheio. Quando 
sc usam colunas de menor comprimento, que efetuam análises muito rápidas, devem ser de alta eficiência. 
Por outro lado a sua capacidade é muito limitada e consequentemente a quantidade de amostra deve ser 
pequena, o que exige um detector muito sensível. X 

Quando sc quer separar c recuperar os componentes de uma amostra em quantidade suficiente para 
depois serem utilizados, isto é, separação do tipo preparativa, deve-se utilizar colunas com material de maior 
capacidade. Um inconveniente deste tipo de coluna preparativa é que a separação c mais demorada c 
apresenta uma eficiência menor que a coluna analítica. 

As colunas são normalmcnte retas porque apresentam uma perda na eficiência quando são dobradas. 
Por isso (j uando c necessário usar colunas compridas, utilizam-se colunas retas conectadas entre si com tubo 
dc comprimento c diâmetro interno o menor possível, sem recheio, ou colunas com forma de "8", "S", ou "U" 
com curvatura grande. Estas últimas configurações facilitam o uso de um forno para controle dc temperatura. 
Deve-se lembrar que qualquer estrangulamento da coluna provocará uma grande perda da eficiência. 

Nos extremos da coluna coloca-se um disco de teflon ou metal poroso para evitar a perda do recheio 
ou mudanças na sua compactação. E importante que este disco retenha as partículas do recheio sem produzir 
um aumento muito grande na pressão. 

Nas colunas atuais é comum obter-se eficiência da ordem de 60.000 pratos teóricos por metro de coluna, 
que é superior às eficiências normalmcnte obtidas cm cromatografia gasosa com colunas recheadas. 

Os grandes avanços obtidos na tecnologia das colunas são devido à uniformidade dos tamanhos das 
partículas, à obtenção de micropartículas (3 ou 5 //m), à melhor eficiência nos processos químicos de 
preparação dc materiais de fase estacionária quimicamente ligada e ao desenvolvimento dc processos 
eficientes de enchimento das colunas. 


5.1. Técnicas de enchimento das colunas 


O enchimento dc colunas para CLAE pode scr feito a seco ou usando uma suspensão da fase 
estacionária cm um solvente apropriado. 
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Sendo que as pequenas partículas, durante o enchimento a seco com vibração, tendem a formar 
aglomerados, produzindo um acúmulo das partículas maiores perto da parede e das menores no centro da 
coluna, o método de enchimento por suspensão é preferido para rechear colunas com partículas de diâmetro 
menor do que 30 n m. 


5.1.1. Enchimento por vibração, a seco, para sólidos rígidos 

Um procedimento ideal para este tipo de enchimento é o seguinte: 

a. Desengordurar a parede interna da coluna por lavagem com diclorometano, acetona e água 

sucessivamente. 

b. Esfregar o interior do tubo da coluna com solução de detergente quente, lavar bem com água e 
metanol e secar. 

c. Colocar o filtro poroso em uma extremidade da coluna e colocá-la na posição vertical de maneira 
que o filtro fique na extremidade inferior. 

d. Adicionar pequenas porções do recheio na coluna, de cada vez, através de um funil, suficiente para 
encher 3-6 mm da coluna. 

e. Bater de leve a coluna sobre um banco de madeira, duas vezes por segundo, aproximadamente 100 
vezes. Pode-se também substituir esta compactação manual por uma automática através de um 

vibrador mecânico. 

f. Girando a coluna, bater fracamente nos lados na altura em que estiver o nível do recheio. 

I 

g. Bater verticamente a coluna no banco durante 15 segundos. 

h. Adicionar nova porção do recheio e repetir as etapas e, f e g. 

i. Quando a coluna estiver cheia, continue batendo fracamente por aproximadamente 3 minutos. 

j. Limpar o fim do tubo e colocar o outro filtro poroso. 

5.1.2. Enchimento por suspensão com alta pressão 

Neste método, a primeira etapa é a escolha do solvente ou da mistura de solventes para ter a sua 
densidade aproximadamente igual a densidade da partícula, para que esta permaneça em suspensão durante 
o período de enchimento. Solventes mais viscosos produzem uma suspensão com maior período de duração, 
mas, também, exigem maior pressão na hora do enchimento. Os valores de densidade e viscosidade para os 
solventes mais utilizados nesta técnica encontram-se na Tabela IX- 11. 

Existem vários aparelhos à disposição no comércio para serem utilizados neste método de enchimento. 
Sempre existem algumas diferenças entre as técnicas utilizadas por eles, mas de uma maneira geral as etapas 

envolvidas neste processo são: 

I 

a. Degasificar o solvente escolhido, por aquecimento e agitação ou por ultra-som. 

b. Colocar o recheio (15% a mais do que o necessário para encher a coluna) em um pequeno frasco 

de vidro. Adicionar a quantidade necessária de solvente e submeter a agitação (em banho de 
ultra-som ou magnético) para formar a suspensão. 

c. Preparar a coluna seguindo os itens a, b e c do enchimento a seco. 

d. Colocar a suspensão no reservatório apropriado. 

e. Conectar a coluna ao reservatório. 
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i. Aplicar a pressão necessária durante o período requerido (normalmente 5 minutos) através da 
bomba de alta pressão que deslocará a suspensão para a coluna. 

g. Desligar a bomba. Quando a vazão de solvente parar, a coluna pode ser desconectada. 

h. Limpar a extremidade da coluna. 

i. Colocar o outro Filtro e fechar as duas extremidades. 




* 


— * ec ^ a des d° s s olventes utilizados no enchimento por suspensão 



Solvente 


Densidade 

(g/mL) 


Viscosidade 
(mPa.s a 20°C) 


n-heptano 

metanol 

ciclohexano 

etanol 

n-propanol 

n-butanol 

diclorometano 

bromoetano 

clorofórmio 

tetracloreto de carbono 

tetracloroetileno 

iodometano 

dibrometano 

diiodometano 


0,7 

0,41 

0,8 

0,60 

0,8 

1,0 

0,8 

1,2 

0,8 

2,3 

0,8 

2,9 

1.3 

0,43 

1.5 

0,40 

1,5 

0,58 

1,6 

0,97 

1,6 

0,9 

2,3 

0,50 

2.5 

1,0 

3,3 

2,9 


5.2. Cuidados com as colunas da CLAE 


No emprego das colunas de partículas microporosas são necessárias algumas precauções. 

Se a coluna é usada com amostras muito sujas, é melhor protegê-la com uma pré-coluna. A prc-coluna 
é uma coluna pequena com o mesmo recheio ou similar da camada porosa usada na coluna, colocada entre 
o injetor e a coluna. 

As pré-colunas com esta Finalidade geralmente são de 2-5 cm de comprimento com o mesmo diâmetro 
interno da própria coluna, para que apresentem as mesmas características de separação. Elas devem ser 
renovadas depois de um certo número de injeções. 

Devido a grandes volumes de solventes que são bombeados através da coluna, eles devem ter um alto 

grau de pureza para evitar a contaminação da coluna. Mesmo quando for adquirido solventes com um grau 

de pureza de nível para cromatograFia ou espectrofotometria, deve-se testar este grau de pureza e, quando 

necessário, deve-se procurar métodos de purificação. Um outro cuidado importante é que os solventes devem 

ser Filtrados, em Filtros 2 a 5pm, para retirar partículas sólidas, que podem riscar o pistão ou a válvula injetora 
ou mesmo entupir os tubos do sistema. 
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Alguns solventes contendo impurezas que são muito polares irão interferir no seu emprego como fase 
móvel, na maioria das aplicações da CLAE. Por exemplo, o clorofórmio pode ter sido estabilizado com uma 
pequena quantidade de metanol. Se o solvente é imiscível com a água (por exemplo, clorofórmio), uma 
simples extração com água e secagem com sulfato de sódio anidro pode retirar a impureza polar. 

Solventes halogenados podem conter traços de HC1, HBr, etc., que podem reagir com o aço inoxidável 
da coluna e outras partes do sistema. Dependendo da natureza potencialmente corrosiva de cada solvente, 
eles podem também trazer problemas para a coluna, com a solubilização de íons metálicos. 


6. EQUIPAMENTO PARA CLAE 


O equipamento da CLAE é muito mais sofisticado do que a CLC. Sem dúvida é possível obter 
instrumentos que podem ser considerados bastante refinados. Existe uma ampla quantidade deles com 
diferença em custo, versatilidade e complexidade. 

Certas características de índole geral devem ser avaliadas, ao considerar um certo instrumento para 
fins de aquisição ou para ter uma noção sobre a utilidade a que se pode prestar. 

As principais destas características são: 

a. Versatilidade - O equipamento deve ser útil para resolver amostras de diferentes tipos, servir às 
distintas técnicas cromatográficas e, quando possível, realizar o máximo de operações, tais como, 
programação de gradiente da fase móvel, coleção das frações, reciclagem de frações, etc., 
necessárias às análises sofisticadas. 

b. Rapidez - Para se conseguir análises tão rápidas quanto possível, deve-se obter as melhores 

condições da CLAE: fase móvel de baixa viscosidade usada com bomba de alta pressão c colunas 

com partículas de pequeno diâmetro (grande área de superfície que ajuda os processos de 
separação). 

c. Reprodutibilidade e Estabilidade - São características essenciais quando se quer obter do 
equipamento um bom funcionamento a longo prazo. O equipamento deve ter um controle 
adequado sobre os parâmetros de operação, tais como vazão, temperatura, pressão c composição 
da fase movei, e, para isto, deve estar provido de controles de temperatura e vazão. 

d. Sensibilidade - Um bom equipamento, mesmo trabalhando com pequenas quantidades de 
amostra, deve gerar sinais de intensidade apreciável. A sensibilidade na CLAE depende, 
sobretudo, do sistema de detecção utilizado. Com os detectores produzidos recentemente é 
possível detectar componentes de um amostra na faixa de nanograma ou menos. 

Um estudo detalhado das características citadas permitirá escolher um instrumento que melhor se 
adapte ao tipo de trabalho que se quer efetuar. 

A Figura IX-4 mostra um esquema de um cromatógrafo básico para CLAE cujos componentes, bem 
como outros não ilustrados, são descritos a seguir. 


SISTEMA 

nr 



reservato'rio 

DA FASE MOV EL 


COLUNA 


REGISTRADOR 



FIGURA 1X4 


Esquema dc um cromatógrafo para CLAE. 


6.1. Reservatório da fase móvel 


Podem-se utilizar recipientes de vidro, aço inoxidável ou plástico inertes, com 1 a 3 litros de capacidade, 
volume normalmente suficiente para um dia de trabalho em separações analíticas. 

A captação da fase móvel geralmenle é feita através de um filtro, para remover pequenas partículas 

que podem obstruir e estragar o sistema de bombeamento e a coluna. Este filtro deve ter a capacidade de 

reter as partículas sem produzir uma queda excessiva de pressão. É também recomendável filtrar a fase móvel 

antes de colocá-la no reservatório, passando-a através de um filtro metálico ou de cerâmica, de 2 a 5//m de 
porosidade. 

As fases móveis polares têm uma grande tendência de dissolverem oxigênio e outros gases. Se estes 

gases se libertarem dentro do equipamento e formarem bolhas, podem afetar seriamente o funcionamento 

do detector e a eficiência da coluna. Por este motivo, é necessário remover da fase móvel os gases dissolvidos. 

Em muitos equipamentos, o próprio reservatório está condicionado a efetuar tal remoção. Uma forma é 

aplicar vácuo dentro do reservatório e agitar a fase móvel magneticamente. Outra maneira muito eficiente 
é colocar a fase móvel sob a ação de ultra-som e/ou aquecimento 
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Atualmente, o problema dc formação de bolhas na fase móvel tem sido reduzido com a adição de uni 
filtro na saída do detector, o qual restringe um pouco a vazão e produz uma pequena pressão na cela do 

detector, que impede a fácil formação de bolhas. 


6.2. Sistema de bombeamento 

GtÚUB* 

► Tf 
■f f.\l 

O desenvolvimento do sistema de bombeamento adequado tem sido o fator mais importante para o 

1 

desenvolvimento da CLAE. A bomba tem que proporcionar uma vazão razoável através da coluna para que 
a análise não seja lenta e uma vazão constante para não atrapalhar o sistema de detecção. 

Os aspectos mais importantes para o sistema de bombeamento são: 

a. Pressão máxima de operação na faixa de 600 bars. 

b. Vazão contínua sem pulsos, ou, se pulsando, com amortecedor de pulsos. 

c. Intervalo de vazões entre 0,01 e 10 mL/min para aplicações analíticas e até 100 mL/min para 
aplicações preparativas. 

d. Reprodutibilidade e constância da vazão de 1%. 

e. Inércia química a solventes comuns. 

f. Pequeno volume bombeado (máximo de 0,5 mL) nos sistemas com bomba de pistão, para uso em 
eluição com gradiente e reciclagem. 

De acordo com as características de funcionamento e desenho pode-se considerar basicamente dois 

tipos de bombas, as mecânicas e as pneumáticas. Entre as bombas mecânicas existem dois tipos diferentes, 
recíprocas (pistão ou diafragma) e tipo seringa. 

■ 

p 

I 

r 

6.2.1. Bombas recíprocas 

São bombas que escoam volumes constantes de forma não continua, isto é, pulsante. A pressão máxima 
que se pode obter varia conforme o desenho, mas em geral é de aproximadamente 600 bars. 

A forma como operam estas bombas é a seguinte: mediante o movimento de um pistão ou diafragma 

e através de um sistema de válvulas que alternadamente se abrem e fecham, se enche e esvazia, de modo 

alternativo, uma pequena câmara. O volume que a bomba envia em cada pulso se ajusta variando a distância 

a que se desloca o pistão ou diafragma e a vazão total se ajusta variando o número de deslocamentos por 
unidade de tempo ( Figura IX-5). 

Uma das desvantagens deste tipo de bomba é que se obtém uma vazão pulsando e não em forma 

contínua e uniforme. Isto pode causar perda na eficiência da coluna e instabilidade do detector e, portanto, 

é necessário eliminar estas pulsações mediante algum sistema amortizador. Uma forma sensível e 

conveniente é colocando uma seção comprida de um tubo capilar (por ex., 6 m dc comprimento com 1 mm 

de diâmetro interno) entre a bomba e a câmara de injeção; este tubo capilar se deixa "flotar" livremente e 
assim absorve-se as pulsações produzidas pela bomba. 

A vazao de volume constante, apesar das variações na queda de pressão através da coluna, constitui a 
vantagem principal destas bombas. De uma maneira geral, utilizam-se manómetros do tipo Bourdon para 
medir a pressão na qual está trabalhando a bomba. Este manómetro também ajuda a amortizar, em parte, 
as pulsações. Uma vantagem a mais destas bombas é a capacidade de alimentar, de modo contínuo, o sistema. 
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FIGURA IX-5 Bomba recíproca. 


Avanços recentes no desenho deste tipo de bomba constitui a bomba de duplo pistão, acionada por 
um só motor através de um eixo excêntrico, de forma tal que quando um pistão succiona a fase móvel o outro 

expulsa o líquido para fora da bomba. A vazão de ambos pistões, já quase livre de pulsações, c encaminhada 
à coluna por uma via comum. 


6.2.2. Bombas tipo seringa 


Chamadas também de êmbolo ou de deslocamento contínuo, estas bombas são aquelas em que um 
êmbolo ou pistão é deslocado de forma contínua e uniforme por um motor de precisão, comprimindo o 
líquido contido em uma câmara de um certo volume. O líquido flui através de uma abertura na mesma câmara 
e se obtém assim uma vazão que pode variar conforme se desloca o êmbolo a uma maior ou menor velocidade 
{Figura IX-6). 


A vazão deslocada por esta bomba é uniforme c contínua, ou seja, livre de pulsações, mas a capacidade 
da câmara é limitada e, para reenchê-la, é necessário suspender momentaneamente sua operação. 


As vazões deslocadas por estas bombas variam entre 0,1 //L/min a 5 mL/min a pressões de até 600 bars 
Seu custo é um pouco elevado e sempre existe certa dificuldade ao reencher a bomba com uma nova fase 
móvel. Este problema de reabastecimento da bomba é solucionado quando usamos colunas com 


microdiâmetro onde o volume de fase móvel necessário é pequeno. Hoje em dia, muito poucos instrumentos 
empregam este tipo de bomba devido ao seu alto custo e as vantagens das bombas recíprocas. Por outro lado, 
esta bomba é preferida quando utiliza-se colunas com diâmetro interno reduzido ( < 2 mm) onde há 
necessidade de se ter uma vazão completamente livre de pulsos. 
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MG URA IX-6 Bomba tipo seringa. 


6.2.3. Bombas pneumáticas 


Neste sistema de bombeamenlo o líquido é deslocado mediante a pressão exercida por um eás inerte 




a alta pressão: pode ser feito de forma direta sobre o líquido ou sobre o recipiente comprimível que o contém. 

A pressão máxjma possível está limitada pela própria pressão do gás e pelo material de fabricação do 

sistema. As vazões obtidas estão livres das pulsações e são de pressão constante, o que significa que se a 
resistência à pressão da coluna muda, a vazão também mudará. 

Além do limite na pressão máxima útil, as desvantagens destas bombas são a capacidade limitada no 


m contacto 


volume total que pode ser bombeado c a difusão que apresenta o gás no líquido quando está e 

direto. Este último problema pode-se resolver utilizando algum tipo de interface entre o líquido c o gás, 
evitando o contacto direto entre eles. 


Neste tipo de bombas existem alguns desenhos especiais que empreg; 


tni sistemas amplificadores de 


pressão, o que permite obter pressão ale 400 bars utilizando baixas pressões de gás (Fimra AY- 7). 
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Romba pneumática. 


6.3. Programadores de fase móvel 


Esla técnica, que equivale a programação ele temperatura na cromatografia gasosa, consiste em trocar 
a composição da fase móvel conforme transcorre a análise. Gcralmente usa-se solventes de diferente 
polaridades c varia-se a porcentagem destes cm mistura binária ou ternária. 

A Figura IX-8 mostra gráficos de composição da fase móvel em função do tempo, para cluição 

isocrálica e por gradiente. A composição ou polaridade da fase móvel se modifica a diferentes velocidades 
dependendo da programação. 

As vantagens que oferece esta técnica são análises mais rápidas, melhores separações e maior simetria 
nos picos, cm contraste à cluição isocrálica (composição constante da fase móvel) que pode tomar muito 
tempo com forma de picos nem sempre adequadas. As desvantagens incluem a necessidade de regenerar a 
coluna antes de fa/.er uma nova injeção de amostra c a incompatibilidade com o detector em certos casos. 

Um bom programador de fase móvel é um dispositivo muito complexo c por isto pode ficar tão caro 
como o próprio cromatógrafo. Basicamente existem 2 tipos de programadores: 


a. 


Programadores que efeluam a mistura cm uma câmara, depois o líquido passa para a bomba, que 

/ % ■ l m ã « a», á • • M — _ ■ " 


envia a mistura para a coluna. 


b. 


Programadores de mistura em correutc que requerem duas ou mais bombas. Estes programadores 
st, o mu, to mais vcrsále.s, permitindo criar qualquer forma de gradiente, mas também são muito 


mais caros. 
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Os programadores podem também ser empregados para eriar misturas 'socráticas e, inclusive, para 
regenerar colunas quando isto é necessário. O emprego de microprocessadores (que pode ser o mesmo 
utilizado no tratamento dc dados) permite atualmente usar programadores para gradiente de forma 


totalmcntc automática. 


a 



TEMPO 




12 3 4 5 

TEMPO— - 


FIGURA IX-8 


Composição da fase móvel na cluição isocrática (a) c 


na cluição por gradiente (h). 
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A pressão é dependente da permeabilidade da coluna, da viscosidade da fase móvel, do diâmetro das 


partículas da fase estacionária e do comprimento da coluna. 

Monitores de pressão são importantes no equipamento da CLAE como instrumentos de diagnóstico 

para otimizar a separação e indicar problemas cpm o sistema, como entupimentos ou vazamentos. M cdidores 

do tipo Bourdon ou diafragma são simples, baratos e resistentes. Por outro lado, o transdutor da pressão c 

mais preciso e tem um menor volume interno, que facilita a troca dos solventes. Alóm disso, estes últimos 

podem ser equipados com um alarme ou com um sistema de desligamento automático das bombas para 

pressões máximas ou mínimas, protegendo o sistema contra sobrecarga de pressão alta em conseqüência de 

um entupimento da coluna ou contra incêndio e deterioração, devido a vazamentos da fase móvel (baixa 

pressão). Usando os medidores mais simples com bombas que deslocam volumes constantes, é recomendável 

empregar uma válvula de segurança que libera a pressão do sistema quando alcançar um limite superior ao 
normal. 



6.5. Válvulas para amostragem 


Até pouco tempo atrás, a introdução da amostra era efetuada de forma muito similar a realizada na 
cromatografia gasosa, ou seja, mediante uma microsseringa com que se injeta a amostra dentro de uma 
pequena câmara, onde, posteriormente, é diluída e arrastada pela fase móvel. 
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FIGURA IX-9 


Válvula dc amostragem para a Cl -AH. a: posição para carregar; b: posição para injeção 
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O equipamento moderno emprega, em geral, válvulas para amostragem, como a ilustrada 

• « !•* ___ " _1 _ 1 


esquematicamente na Figura IX ■ 


amostragem 


— — — — ^ f/vi|Mvua pui yau uw lUtru vapiai ^ w ' 

Normalmente o volume contido na alça é de 1 a 100 fih. A amostra é injetada na coluna, acionando a válvula 
Dara oue a Dosicao da entra Ha p ca fria murip pnmn á mncfr^rln nn Fioura IX" 9b» Desta forma pode-se injetar, 


uma pressão aualauer. um intervaln »mnln de volume de amostra 


rapidamente por outro de tamanho diferente) 


um 


alto grau de reprodutibilidade 


As válvulas para amostragem são fabricadas somente de materiais inertes, como teflon e aço inoxidável, 
e seu desenho é tal que resistem a pressões muito elevadas. 


6.6. Detectores usados em CLAE 


Uma instrumentação melhor é requerida para a CLAE em relação à sensibilidade dos detectores para 
a monitorização do efluente que sai da coluna. Infelizmente as propriedades físicas ou físico-químicas da 
amostra e fase móvel são, muitas vezes, similares. Algumas soluções para o problema de detecção têm sido 
procuradas no desenvolvimento da CLAE: 

- medidas diferenciadas de propriedades gerais de ambas, amostras e fase móvel. 

- medidas de uma propriedade da amostra que não é apresentada pela fase móvel. 

- detecção após a eliminação da fase móvel. 


Uma variedade de detectores tem sido desenvolvida para a CLAE, baseando-se em uma destas 
soluções. Um detector ideal para a CLAE seria aquele com as seguintes características: 

a. Alta sensibilidade e baixo limite de detecção. 

b. Resposta rápida a todos os solutos. 

c. Insensibilidade a mudanças na temperatura e na vazão da fase móvel. 

d. Resposta independente da fase móvel. 

e. Pequena contribuição ao alargamento do pico pelo volume extra da cela do detector. 

f. Resposta que aumente linearmente com a quantidade de soluto. 

g. Não destruição do soluto. 

h. Segurança e conveniência para uso. 

i. Informação qualitativa do pico desejado. 

Infelizmente, não existe um detector que apresente todas estas propriedades, a não ser que ele seja 
desenvolvido. 


Atualmente, os detectores não são versáteis, ou universais, nem apresentam as opções desejadas. Não 
existe equivalente para CLAE dos detectores por condutividade térmica ou por ionização em chama como 
existe para a cromatografia gasosa. Contudo, existem detectores que oferecem uma ampla faixa de 
aplicações; raramente há um emprego da CLAE seriamente comprometido pelo detector. Se os 
componentes da amostra são desiguais e diferem totalmente em suas propriedades físicas e físico-químicas, 
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pode ser necessária a utilização de dois ou mais detectores em serie, 
componentes de interesse seja medido adequadamente. 


para assegurar que cada um dos 


O proposilo desta seçao é informar quais os detectores mais usados, incluindo suas características, 
vantagens c limitações na CLAE. Ao considerar-se um detector cm termos de sua aplicação a um 


determinado problema, ou avaliar as qualidades de um certo modelo, deve-se levar em conta certos 
parâmetros gerais. 


Um detector pode ser seletivo ou universal, segundo a sua capacidade de trabalhar com um só tipo de 

amostra específica ou com todos tipos de amostras. Em geral os detectores universais são os mais procurados, 

pnncipalmcnte pelos laboratórios de pesquisa onde se trabalha com diversos tipos de amostras. Os seletivos, 

que podem ser mais sensíveis e efetuam melhor a análise de amostras complexas porque detectam certos 

componentes em quantidade muito pequenas, têm grande interesse para laboratórios que efetuam análises 
rotineiras. 


A sensibilidade é considerada como a relação entre o sinal produzido e a quantidade de amostra que 
gera este sinal. Este é um termo relativo porque a partir de um mesmo detector, o sinal obtido pode ser muito 
diferente para diversas amostras. 



Tabela IX-12 


Características de alguns detectores de cromatogratia líquida de alta eficiência 



Detector 
por espectrofo- 
tometria UV- 
visível 

Detector 
por fluores- 
cência 

Detector 
por índice 
de refração 

Detector 
eletroquímico 
(eletrodo de 
Hg gotejante) 

Detector 
por conduti- 
vidade elétrica 

princípio de 
operação 

abson/ância 
de luz 
na faixa 
UV -visível 

excitação 
com luz 
produz uma 
emissão 
Fluorescente 

mudanças 
no índice 
de refração 
da fase móvel 

oxidação 
ou redução 
cm potencial 
fixo 

condutividadc 

elétrica 

devida a presen- 
ça de íons 

tipo 

seletivo 

depende 

prop. 

composto 

altamente 
seletivo 
depende 
prop. composto 

universal 

depende 

prop. fase 

• 

móvel 

seletivo 

depende 

prop. 

composto 

seletivo 

depende 

prop. 

composto 

quantidade 
mínima de 
detecção (g/ml .) 

fixo: 
2x10 10 
var: 10 9 

Hg: 10' 9 
lascrlO 1 " 

10' 7 

10' 12 

10' 8 

faixa de linearidade 

10 5 

10 3 

10 4 

10 a 

2x10'* 

volume de cela (//I,) 

1-20 

10-25 

3-15 

5-10 

1 ,5-2,5 

sensibilidade à 
temperatura 

baixa 

baixa 

alta 

media 

media 

sensível à vazão da 
fase móvel 

não 

não 

não 

sim 

sim 

útil com gradientes 

sim 

sim 

não 

não 

não 

aplicações 

compostos 
que absorvem 
no comprimento 
selecionado 

compostos 
(ou derivados) 
que fluorescem 

geral 

espécies 
que oxidam 
ou reduzem 

soluções 
aquosas com 
compostos 
iônicos 
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A linearidade é a faixa linear do sistema, onde o sinal do detector é dirctamcntc proporcional à 
concentração do soluto; ela é importante em análises quantitativas. Sc a concentração da amostra é muito 
alta para a faixa linear, uma diluição apropriada pode ser feita. 

O limite mínimo de detecção é a menor quantidade de substância que pode ser detectada, produzindo 
um sinal igual ao dobro do nível do ruído do instrumento. Ruído é a variação no sinal do instrumento que 
não é atribuído à amostra e que pode ser produzido por falhas eletrônicas, aparelhos mal aterrados, variações 
da vazão ou temperatura, flutuação na voltagem, bolhas de ar no detector, etc. Por isto se deduz porque um 
detector muito sensível, mas muito ruidoso, pode não ser tão útil como um menos sensível, mas com um nível 


de ruído mais baixo 


Trocas na composição da fase móvel poderão produzir grandes flutuações na linha de base; o problema 
mais sério para alguns detectores aparece quando a composição é trocada deliberadamente na eluição por 
gradiente. 


A classe de detectores mais usada na CLAE são os fotométricos, baseados na absorvância no 
ultravioleta e no visível, depois são os refratométricos e, finalmente, as classes especiais, que de uma maneira 
geral são mais específicos e menos utilizados. A Tabela IX-12 resume algumas propriedades destes detectores 
enquanto as seções a seguir indicam algumas das suas outras características. 


6.6.1. Detectores por absorvância no ultravioleta e no visível 

Nos detectores espectrofotométricos o seu funcionamento se baseia na absorvância da luz por parte 
da amostra ao passar através dela qualquer radiação eletromagnética; normalmente isto ocorre no 
ultravioleta até o infravermelho, em um dado comprimento de onda. É lógico supor que a resposta deste 
detector será seletiva, porque só detectará os compostos que absorvem no comprimento de onda em que 
opera o detector. Mas deve ser lembrado que uma grande maioria de substâncias absorvem a radiação U V, 
incluindo todas as substâncias que têm elétrons nas ligações n e aqueles que têm elétrons não emparelhados 
como, por exemplo, olefinas, aromáticos e compostos contendo > C = O, > C = S, -N = O e -N = N-. 

Existem dois tipos de detectores de luz ultravioleta: o de comprimento de onda variável 
(espectrofotômetros), que não só é de aplicação mais variada e sensível, mas também mais caro, c o chamado 
fotométrico que funciona com um ou dois comprimentos de onda fixos. Este último é sensível, econômico e 
mais que suficiente para se conseguir bons resultados com todos os compostos que absorvem luz no 

comprimento de onda em que ele funciona, Este tipo de detector e rclativamente insensível às variações de 

vazão e temperatura. Quando os componentes da fase móvel não absorvem em um grau significativo, no 

comprimento de onda que opera o detector, será muito fácil realizar análises empregando gradiente. A 

maioria dos detectores de comprimento de onda fixo, oferecidos no comércio, operam cm um comprimento 

de onda de 254 nm e um de 280 nm, resultado da absorvância de luz de 254 nm e da emissão de luz 

de 280 nm por uma substância fosforescente. Em ótimas condições pode-se atingir sensibilidades até 0 001 

unidade de absorvância e, se o composto absorve intensamente na faixa do ultravioleta, é possível detectar 
quantidades de amostras da ordem de décimos de nanograma (10 ' 10 g). 

Um desenho esquemático deste detector de comprimento de onda fixo é mostrado na Figura IX-10. A 
radiação UV a 254 nm, de uma lâmpada de mercúrio de baixa pressão, é transmitida através da cela da 
amostra. A quantidade de radiação não absorvida atinge a célula fotoelétrica da amostra. Esta radiação da 
fonte é dirigida também através de um divisor de feixe para a cela de referência e ao atravessá-la atinge a 
célula fotoeletrica de referência. A diferença de corrente destas células fotoelétricas alimenta um 
amplificador, que gera um sinal de saída, linear com a concentração do soluto, para o registrador. 
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FIGURA IX-10 Fsquema de um detector por absorvância no UV, com comprimento de onda fixo. 


Quando se aplica gradiente na fase móvel e ela apresenta variação significativa de absorvância para o 
ultravioleta, é necessário utilizar a cela de referência para compensar esta variação. Sc a fase móvel não 
absorve ou se a absorvância é constante, pode-se deixar a cela de referência vazia ou cheia com um dos 

componentes da fase móvel. 


Alguns compostos absorvem na região visível do espectro eletromagnético e podem ser analisados por 
um detector que funciona nesta região do espectro. Contudo, reagentes podem ser adicionados ao efluente 
de uma maneira contínua, ou periodicamente, para formar compostos coloridos que podem ser 
monitorizados por este detector. Esta técnica é usada no analisador automático de aminoácidos onde a cor 
púrpura, obtida pela reação do aminoácido com a ninidrina, é detectada a 570 nm. Alguns reagentes que 
desenvolvem cor são bem gerais em suas reações ao passo que outros são muito específicos. Assim, a técnica 
pode ser usada para detecção quase universal ou mais específica. 

Na faixa do visível os detectores por absorvância (lâmpada de tungsténio) podem ter comprimento de 
onda fixo com filtros, ou variável com monocromador. 


Espectrofotômetros de comprimentos de onda variável UV-VIS, cobrindo a faixa de 190 a 800 nm, 
através de monocromador que seleciona o comprimento de onda desejado do feixe de luz emitido pelas 
lâmpadas de deutério (UV) ou tungsténio (VIS), oferecem várias vantagens sobre os instrumentos de 
comprimento de onda fixo: 


a. Apresentar alta absorvância para vários componentes devido a escolha de comprimento de onda 
e, conseqüêntemente, ter maior sensibilidade. 

b. Permitir maior seletividade, desde que um determinado comprimento de onda pode ser escolhido, 
onde o soluto de interesse absorve bastante e outros não. 


H ^ 
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c. Promover eficiência cm cluição por gradiente através da habilidade de selecionar um comprimento 
de onda onde os componentes da fase móvel não apresentam uma variação de absorvância para 

diferentes concentrações. 

d. Permitir obter o espectro de absorvância de cada componente cm separado apos parar a vazão da 

fase móvel. 

A Figura IX-11 mostra um diagrama ilustrado deste tipo de detector. 
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FIGURA IX-11 Esquema de um detector por absorvância no UV c VIS, com comprimento dc onda vaiuKcl. 


Análises em diferentes comprimentos dc onda também são possíveis com os detectores 
espectrofotométricos por conjunto de fotodiodos. Como indica a Figura IX- 12, toda a luz da fonte passa pela 
cela dodetector. A luz emergente é dispersada por uma grade holográfica, sendo os comprimentos de onda 
resultantes focalizados sobre uma fila de fotodiodos (de 256 até 512). Com isto, todo o espectro pode ser 
armazenado usando um microcomputador, eliminando a necessidade dc parar o fluxo da fase móvel para 
registrar um espectro de um dado componente. Com este detector, o microcomputador pode produ/ir um 
cromatograma a partir de um dado comprimento de onda ou uma série dc espectros em intervalos de tempo 

fixos {Figura IX- 13). 


Além do alto preço destes detectores com comprimento de onda variável, existe uma outra 
desvantagem: ser instrumentos relativamcntc complexos. Outra desvantagem, cm detectores mais velhos: o 
volume da cela do detector é relativamente grande. Nos detectores mais novos, as celas têm volumes de 1 a 
8 e um comprimento para passagem da luz de 1 cm. O volume pequeno evita o alargamento da base do 
pico por dispersão pós-coluna. 


Para todos os tipos de detectores por absorvância no U V e no visível, a pureza cspcctroscópica da fase 
móvel é importante, especialmente quando se faz a detecção em comprimentos de onda menores do que 
240 nm (ver Apêndice 4). As fases móveis ideais são os solventes de grau cromatográfico; os de grau 
espectroscópicos não são recomendados porque podem conter preservativos que afetam a etapa de 


separação. Com estes detectores, cm ótimas condições, pode-se atingir sensibilidades de até 0,(X)1 unidade 
de absorvância e, se o composto absorve inlensamente, limites de detecção da ordem de nanograma. 
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FIGURA 1X-12 Esquema de um detector cspcctrofotomctrico por conjunto de fotodiod 



COMPRIMENTO DE ONDMnm) 


FIGURA IX-13 


Mapa cm três dimensões produ/ido pelo microcomputador acoplado a um detector cspcctrofotomctrico por 
conjunto de fotodiodos. O inten alo entre espectros c de 4 segundos. Os compostos são: A: naftalcno; H: fluoreno; 
C: antraccno; D: criscno. 
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6.6.2. Detectores por absorvância no infravermelho 


A absorvância na região do infravermelho pode ser usada como detector universal ou específico. A 
sensibilidade destes detectores, oferecidos no comércio, é muito pequena para as quantidades de amostra 
normalmente usadas, mas eles são usados com sistemas de CLAE por exclusão. 

Usando a técnica de parar a vazão com a amostra na cela e tirar o espectro infravermelho, dará uma 
imagem analítica completa da amostra. Este tipo de detector é limitado pela fase móvel que deve ser 

transparente no comprimento de onda utilizado. 


6.6.3. Detectores por fluorescência 


A espectroscopia de fluorescência pode ser usada como um método de detecção específica e é um dos 
mais sensíveis da atualidade para compostos que fluorescem. Em boas condições é possível detectar com 
este detector quantidades de ordem de picograma (10 ^ g), o que é comparável aos detectores por captura 
de elétrons em CG. Uma alta intensidade de fluorescência é esperada de compostos que sejam conjugados 
simetricamente ou que não podem produzir estruturas fortemente iônicas. Fluorescência pode ser 

i i • i ~ n . — 1 * 1 ~ nvnmnln Pcf Pr/Mflpc 


por reações realizadas pós-coluna 


podem produzir fluorescência quando aquecidos em ácido sulfúrico. As principais áreas de aplicação são 
nas análises de alimentos e produtos farmacêuticos e para a caracterização de destilados de petroleo de alto 

ponto de ebulição. 


A fase móvel empregada nos detectores por fluorescência deve ser cuidadosamente selecionada 
porque a intensidade de emissão depende totalmente do meio em que se encontra a amostra. Isto dificulta 
algumas de suas aplicações, tais como análise quantitativa c eluição por gradiente, nas quais deve-se 
selecionar os componentes da fase móvel para não atrapalhar a fluorescência. 


Um esquema do detector por fluorescência é mostrado na Figura IX-14. O filtro primário é escolhido 
para deixar passar somente o comprimento de onda excitante. O secundário é escolhido para eliminar o 
comprimento de onda excitante, mas deixa passar o comprimento de onda emitido pela amostra. 
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FIGURA IX-14 Esquema de um detector por fluorescência. 




Os detectores por fluorescência podem também proporcionar espectros de emissão das amostras 
retidas momentaneamente na sua cela. 

Desde que uma fonte de UV é necessária em ambos detectores, por absorvência no UV e por 
fluorescência, eles podem ser combinados em um só detector. 


6.6.4. Detectores por índice de refração 


: + i 


O detector por índice de refração é o segundo detector mais usado na CLAE. Este detector acompanha 
continuamente a diferença no índice de refração entre a fase móvel pura e o efluente que sai da coluna 
contendo os componentes da amostra. 

Para solutos que não absorvem no UV ou visível e, conseqüentemente, não são detectados pelos 
detectores cspcctrofotométricos, a melhor escolha é o detector por índice de refração. A resposta deste 
detector é universal e a sua sensibilidade é moderada, geralmente da ordem de micrograma (10 g.)* Este 

nível de concentração corresponde a uma diferença no índice de refração entre a amostra e a fase móvel de 
aproximadamente 10" 7 unidades de índice de refração. Para observar esta diferença é necessário um controle 
de temperatura de mais ou menos 0,001°C o que normalmente é conseguido por circulação de água, de uma 
boa fonte termostatizada, através do refratômetro ou um bom controle da temperatura ambiente. Alem deste 
problema com a temperatura, existem ainda outros: a sensibilidade às variações de vazão e mudanças na 
composição da fase móvel, que impede o uso de gradientes por ser difícil encontrar um par de solventes com 
índices de refração idênticos. Qualquer mudança na composição da mistura mudará o índice de refração da 
fase móvel, então, o lado da referência terá que mudar, o que c quase impossível. 

Existem vários modelos deste tipo de detector. Um se fundamenta na lei de Frcsncl, segundo a qual 
na interface entre o prisma de vidro e algum líquido, a quantidade de luz transmitida c refletida é 
proporcional ao ângulo de incidência da luz e ao índice de refração do líquido. A Figura IX- 15 ilustra o 
detector do tipo Fresnel. A luz da fonte atravessa um scletor, um filtro de infravermelho, outro selclor, c 
uma lente. Os selctorcs e a lente produzem dois raios colimados que entram no prisma e incidem sobre a 
interface vidro-líquido das celas de referência e amostra, respcctivamcntc. O ajuste grosso e fino do ângulo 
de incidência nas interfaces é realizado através da rotação do corpo do projetor. As celas de amostra c de 
referência, de aproximadamente 3 //L cada uma, consistem cm cavidades ovaladas, de teflon, presas entre o 
prisma e atrás de uma placa de aço inoxidável que contém os tubos de entrada c saída. A diferença dc 
intensidade da luz transmitida através das celas está cm função dos índices dc refração de ambos os líquidos 
e se determina por meio dc um fotodctcctor duplo, o qual gera um sinal elétrico para ser transmitido para 
o registrador. A desvantagem do detector tipo Fresnel é que, para cobrir a faixa de índice de refração normal 


(V 


1,31 a 1,63), são necessários dois prismas. 


Um outro tipo dc detector por índice de refração é ilustrado esquematicamente na Figura IX-16. Neste 

refratômetro de deflexão a luz. emitida pela fonte é limitada pelo scletor, colimada pela lente, e passa através 

da cela. A cela tem os compartimentos da amostra c referência separados por um pedaço dc vidro. Quando 

a composição da fase móvel muda na cela da amostra, a mudança no índice de refração causa uma deflexão 

na posição final do raio de luz no fotodctcctor. Uma luz incidente passa através da cela, ela ó dcflcctada, 

refletida pelo espelho atrás da cela c, de novo, dcflcctada. A lente focaliza esta luz. dcflcctada no fotodctcctor 

que produz, um sinal elétrico proporcional à posição da luz. O sinal é então amplificado c registrado. Ü 

detector por deflexão tem a vantagem de possuir uma ampla faixa de linearidade; também necessita somente 

de um prisma para cobrir toda a faixa de índice de refração e é menos sensível a troca de temperaturas. Por 

outro lado, é muito sensível a vibração ou movimento do instrumento c suas celas não são tão pequenas (10 

a 1 5 // L) como as do tipo Fresnel. Este ultimo e considerado mais sensível c tem ceias de volumes menores; 
porém, é mais sensível à mudança de temperaturas. 
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FIGURA IX-15 Fsqucma dc um detector rcfratomctrico do tipo Frcsncl. 
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FIGURA IX-líi I isque ma dc um detector rcfratomctrico por deflexão. 


Os detectores por índice dc refração não são instrumentos muito estáveis, nem dc fácil manipulação, 
principalmentc quando se deseja obter deles o máximo dc sensibilidade. Estas pequenas dificuldades tem 
limitado o seu emprego a dois campos em particular: a cromatografia por exclusão, na qual 6 comum 
trabalhar com polímeros, com amostras de interesse biológico ou com amostras que, cm geral, não têm 







ahsorvancia na rcgiao ultravioleta, c a CLAE preparativa, cm que e aceitável um detector não muito sensível 

f _ lt • • — 


operando fora das suas melhores condições. 


6.6.5. Detectores clctroquímicos 

Métodos eletroquímicos de detecção oferecem provavelmente a mais promissora solução para o 
problema de desenvolvimento de um detector para a CLAE suficientemente sensível e não baseado em 
absorvância de luz. Eles oferecem as vantagens de alta seletividade, alta sensibilidade e de serem muito bons 
para as análises de traços. Os detectores polarográficos, usando um eletrodo de mercúrio gotcjanlc, tem 

recebido a maior atenção atualmente. 

É importante destacar que neste tipo de detecção a amostra tem que ser constituída de moléculas ou 
íons que sofrem ou oxidação ou redução (detectores polarográficos). Este detector é seletivo, porque o 
polarógrafo normalmente fixa um potencial e passa, neste caso, a detectar somente as espécies que se oxidam 
(ou reduzem) em um potencial inferior ou igual ao fixado. 

Os sensores com eletrodos sólidos tem sido muito pesquisados, mas a permanência de uma área de 
superfície ativa constante tem sido o maior problema para fins de análises quantitativas. 

Os métodos condutométricos, de alta e baixa frequência, e os polcnciomélricos têm sido usados para 
detecção na cromalografia líquida clássica, mas têm recebido pouca atenção na CLAE. 

Os detectores eletroquímicos são bons para as modalidades de cromalografia que usam fases móveis 
aquosas, tais como a cromalografia por troca iônica, por exclusão ou com fase reversa por pares de íons ou 
até com fase reversa com compostos oxidáveis na fase móvel água- álcool. 


6.6.6. Detectores de radioatividade 

Os detectores de radioatividade são projetados cspccificamcntc para detectar solutos radiomarcados 
conforme são cluídos da coluna. Quase todos detectores deste tipo não são encontrados comcrcialmente, 
com exceção dos que detectam a partícula p do “P e do C. Para o segundo, que funciona através de 
cintilação líquida, há necessidade da adição de um coquetel de cintilação. Detectores radioquímicos têm 
uma grande faixa de resposta, são insensíveis a troca de fases móveis, podendo então ser usados com eluição 
por gradiente. Aplicações cromatográficas com emissores de y ou (3' forte (tais como 131 1, 210 Po, c 12S Sb), 
usando sistemas de cintilação ou mesmo contador Gcigcr, têm sido publicadas. 

A sensibilidade obtida com os sistemas através de fluxo contínuo é menor do que aquela obtida quando 
amostras individuais são recolhidas pelo coletor de frações e contadas. A sensibilidade pode ser melhorada 
pelo aumento do tempo de contagem, mas isto só é conseguido por uma diminuição da vazão da fase móvel 
ou pelo emprego de celas de maiores volumes, que aumentará 0 tempo de permanência do soluto na cela de 
contagem e, conscqüenlemente, alargará o pico, o que diminuirá a eficiência cromatográfica. A técnica de 
parar a vazão possibilita um aumento do tempo de contagem sem prejudicar a separação cromatográfica. 

Por isto, métodos radioquímicos de detecção são melhores para serem usados com colunas rclativamcntc 
largas e tempo de análise longo. 


% 
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6.6.7. Outros detectores 


Vários detectores baseados em outras propriedades do soluto (tais como, constante diclclrica 
densidade, pressão de vapor, viscosidade, etc.) têm sido apresentados para serem usados na CLAE. Desde 
que vários destes detectores são baseados em propriedades que dependem da temperatura, eles são 
limitados, porque sua resposta sofre grande variação com as mudanças da temperatura. Entre os vários outros 
detectores, alguns começando a ser comercializados e outros em fase de desenvolvimento, talvez possa 
obter-se o "detector do futuro", que apresentará as características indicadas no início desta seção. 


6.7. Registro dos dados 


Para registrar ou manipular os dados obtidos pelos detectores na CLAE pode se usar simplesmente 
um registrador ou, de uma maneira sofisticada, um integrador ou mesmo um microcomputador. 

No caso do registrador utiliza-se, normalmcntc, um potcnciomelrico de 1 a 10 mV. Sua função é 
representar em um registro gráfico o sinal elétrico emitido pelo detector. As características importantes 
destes registradores são resposta rápida da pena e velocidade variável do papel. 

Além do tempo de retenção para cada pico, o integrador fornece a área de cada um dos picos c a área 

total de todos eles, que são dados mais precisos do que a altura ou área dos picos que normalmcntc é utili/ada 
quando se faz somente o registro. 


Para manter ou aumentar a versatilidade, exatidão e precisão da CLAE, um microcomputador pode 
ser utilizado. Este microcomputador é usado tanto para processar os dados obtidos pelo detector, 
armazenando e registrando, como para controlar a composição da fase móvel para separações com cluição 
isocrática ou com gradiente, a vazão que sai da bomba, injeção da amostra, temperatura da coluna, etc. 

Uma outra vantagem do microprocessador é que ele monitora continuamcntc todos os parâmetros da 
separação e diagnostica problemas, o que facilita muito o serviço do operador. 


6.8. Controle da temperatura da coluna e detector 


A maioria das análises são realizadas na temperatura ambiente; por isso, muitos equipamentos não 
dispõem de controle de temperatura da coluna. Somente em certas separações, por exemplo, en, 

cromatografia por troca iônica ou cromatografia por exclusão, é necessário um controle mais preciso; na 
maior parte dos casos não precisa ser melhor do que ao redor de 2°C. 

»• 

Para se trabalhar a temperatura superiores a do ambiente, utiliz.am-sc banhos circuladorcs 
termostatizados de água ou de outro líquido ou fornos do tipo elétrico. 


O controle cie temperatura cio detector depende do tipo empregado, porque alguns não precisam, 
enquanto outros necessitam um controle muito minucioso (por exemplo, o detector diferencial de índice ele 
refraçao). Este controle pode ser feito com banho lermoslatizado ou com fornos (ou blocos) aquecidos com 

resistência elétrica. 


6.9. Coletor de frações 


Uma grande vantagem da CLAE é a facilidade com que se pode coletar os componentes da amostra 
analisada, mas, para isto, requerem-se detectores que não decompõem ou destruam os componentes já 
separados. 


Existem coletores automáticos como componentes de equipamento ou como acessórios. Alguns dos 
coletores automáticos são refrigerados para evitar a decomposição das substâncias separadas. 


6.10. Determinação da vazão 


A determinação da va/ão através da coluna na CLAE pode ser realizada por meio de diversas técnicas. 

Existem os métodos volumétricos ou gravimétricos, que consistem, rcspcctivamcnlc, cm medir ou pesar 
o volume de fase móvel coletada durante um certo período de tempo. Estes métodos são sensíveis c exatos, 
mas não são muito rápidos e não dão uma leitura contínua. 

Outro tipo de dispositivo é chamado medidor de bolha, que consiste de um tubo de vidro de volume 
conhecido através do qual se faz a fase móvel deslocar. Para medir a vazão, introduz-se uma bolha c 
cronometra-se o tempo do seu percurso através do tubo. Este método é rápido, exato c preciso, mas não 

contínuo. 


Existem sistemas de bombas que atingiram um nível de sofisticação que se pode dizer que não há 
necessidade de medir a va/ão da fase móvel, como é o caso da bomba de volume constante controlada por 
meio de microprocessadores eletrônicos, que recebem a ordem do operador c automaticamente ajustam as 
condições de operação da bomba pára dar a va/ão requerida na ordem de comando. 


* 

7. APLICAÇÕES DA CLAE 


4 


A CLAE nasceu essencialmente como uma técnica de separação mas, com os recursos que ela 
apresenta atualmente, passou a ocupar um lugar dc grande destaque como técnica analítica qualitativa c 
quantitativa) Os procedimentos que devem ser seguidos para utilizar a CLAE em análises qualitativas c 
quantitativas são idênticos aos discutidos no Capítulo VIII. 

Apesar da CLAE ser uma técnica rclativamenle nova, já conta com um enorme número dc publicações 
cm química e bioquímica que descrevem as mais diversas aplicações. Em vários casos, estas aplicações 



*<1 


consistem em determinações de substâncias cujas análises por outras técnicas são muito difíceis ou 
demoradas ou mesmo impossíveis. 


* 

1 

l- 


Os poucos exemplos, entre os vários possíveis hoje, apresentados a seguir deverão dar uma ideia da 
potencialidade desta técnica analítica. 

^ Um cromatograma dos componentes de um comprimido de analgésico é mostrado na Figura IX-17. É 

sfiü 

grande o interesse na análise qualitativa e quantitativa destes componentes, logo após a fabricação dos 
comprimidos ou mesmo após decorrer algum tempo, para controlar o problema de estabilidade. 


O interesse é grande em saber os níveis e o período de permanência dos anticonvulsivantes no soro 
sanguíneo de pacientes sob tratamento neurológico. A Figura IX- 18 mostra um cromatograma onde a análise 
de uma mistura padrão de anticonvulsivantes é feita em alguns minutos. 


A Figura IX-19 mostra a determinação dos esteróides a base de cortisona. Estes produtos são usados 

como antiinflamatório, antialérgico, anti-reumático, etc. Os esteróides são caracterizados pelos seus 

numerosos grupos funcionais polares e normalmente são compostos termicamente lábeis. Isto dificulta a sua 

determinação através da cromatografia gasosa na qual pode ocorrer absorção irreversível e/ou 
decomposição. 



FIGURA IX-17 Separação cromatográfica de alguns analgésicos. 

Coluna: ^M-Bondapack CN, 100x8 mm 

Fase móvel: ácido acético 1% em água:metanol (80:20) a 6 mL/min 
Detecção: por absorvância no UV (254 nm) 

Amostra: 1: acetaminofen; 2: cafeína; 3: salicilamida; 4: aspirina. 
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FIGURA IX-19 Separação cromatográfica de alguns esteróides. 

Coluna: /í-Bondapack fenil, 100 x 8 mm 

Fase móvel: acelonilrila:água (30:70) a 9,9 mLVmin 

Delccção: por absorvância no UV 


hidrocortisona 
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A análise química dos açúcares do mel, como de outros alimentos, visa a sua caracterização e também 
o controle de sua qualidade. A Figura IX-20 mostra uma rápida análise dos açúcares do mel. 

A análise de vitaminas por cromatografía gasosa também é muito difícil e requer, geralmente, a 
formação de derivados voláteis. Em contraste, na CLAE, como indica a Figura IX -2 1 , a análise de compostos 

vitamínicos é possível em um curto intervalo de tempo. 


Atualmente é grande o número de problemas relacionados com a contaminação ambiental e a CLAE 
é muito utilizada na solução destes problemas. Alguns dos pesticidas (inseticidas, larvtcidas, herbicidas, etc.) 
são facilmente determinados através da CLAE. Os inseticidas normalmente contêm ligações conjugadas e 
assim absorvem fortemente no ultravioleta. A Figura IX-22 mostra a determinação de cinco inseticidas. A 
fase estacionária, /J, {} -oxidipropionitrila, foi escolhida porque ela apresenta uma boa resolução para 
compostos polares. Desde que os inseticidas têm polaridades intermediárias, um solvente relativamente 
apoiar foi escolhido como fase móvel. 



FIGURA IX-20 Separação cromatográfica dos compostos em mel de abelha 

Coluna: CG sugar a 85°C 

Fase móvel: água a 0,4 mL/min 

Detecção: por índice de retração a 45°C 

Amostra: 1: sacarose; 2: glicose; 3: frutose 



FIGURA IX-21 


Separação cromatográfica de algumas vitaminas solúveis em água 
Coluna: CG-FQL-NPG, 5/ím 

Fase móvel: água a 1,0 mlVmin 


por 


Amostra: 1: vitamina C; 2: vitamina B6; 3: vitamina B12; 4: vitamina BI 



0 2 4 6 0 
TEMPO (min) 


MOURA IX-22 


Separação cromatográfica de alguns inseticidas. 

Coluna: /?,/9’-oxidipropionitrila sobre Zipax, 160 x 2,1 mm 
Fase móvel: isooctano a 1,7 mlVmin 
Detecção: por absorvância no UV 


Amostra: 1: DD F; 2: trithion; 3: mcthoxicloro; 4: parathion; 5: metil parathion 
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Uma outra classe de compostos que são contaminantcs ambientais atmosféricos, muito importantes, 
são os policíclicos aromáticos. A sua determinação pode ser feita através de CLAE, como mostra a Fi^uiu 
IX-23. Esta mesma análise por meio de cromatoerafia gasosa requer condições de altas temperaturas. 


Nos cromatogramas da Figura IX-24, onde mostra a determinação do HMX e RDX, substancias 
explosivas, pode-se notar que a resposta do detector para o RDX, a 254 nm, é um pouco superior à do HMX 

i o moema infr.nsicladc do mie o HMX 
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Devido ao rápido crescimento na produção de açúcar, álcool e derivados, a par ir c 
importância a análise da sua matéria-prima, o caldo-de-cana O cromatograma da Figura 


)CS 


determinar rapidamente a percentagem 


com 


r»rvriO nf PC í\ C\ ríll/ln-flf' 


m n 


Para compostos com alta massa molecular o método a ser seguido é a CLAE por exclusão. Pode se 
também combinar duas ou mais técnicas cromatográficas para as separações mais difíceis. Por exemplo, 
inicialmente faz-se a separação baseada na massa molecular (tamanho) dos componentes da mistura e, 
depois, em cada uma das frações obtidas faz-se uma separação por adsorção ou partição, obtendo-se os 
compostos puros. Para amostras muito complexas podem-se usar várias colunas cm série. 



FIGURA IX-23 Separação cromatográfica de alguns compostos policíclicos aromáticos 

Coluna: RP-R, 5/ím, 250 x 4,6 nm a 25°C 

Fase móvel: acctonitrila:água (82:18) a 0,5 mlVmin 

Detecção: por fluorescência (excitação em 280 nm, emissão cm 389 nm) 

Amostra: 1: desconhecido; 2: fluoranteno; 3: pireno; 4: criscno; 5: perileno + bcn 7 o(c) pireno; 6: bcn 7 o(a) pireno; 
7: di-benzo(ac) antraceno; 8: ben7.o(glu) perileno. 
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FIGURA IX-24 


FIGURA 1X-25 






TEMPO ( mm ] 


1 
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TEMPO (mm ) 
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Separação cromatográfica dos explosivos IIMX (l,3,5,7-tetranitro-l,3,5,7-tetraciclooctano) 

(l,3,5-trinitro-l,3»5"triciclohexano) 

Coluna: CG-FQF-18 a 40 n C 

Fase móvel: metanobágua a 1,0 mlVmin 

Detecção: por absorvância no UV. a: 254 nm; b: 230 nm 

Amostra: 1: HMX; 2: RDX 



TEMPO (min) 


Separação cromatográfica de alguns constituintes de caldo de cana. 

Coluna: CG 410-1R a 85"C 

Fase móvel: água a 0,4 mLVrnin 

Detecção: por índice de refração 

Amostra: 1: dextrano; 2: sacarose; 3: glicose; 4: frutose 


RDX 
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Na determinação da distribuição de massas moleculares de polímeros c na investigação de produtos 
naturais, com separações efetuadas de acordo com a massa molecular, a CLAE por exclusão c a mais 
indicada. Na Figura IX-26 c mostrada a determinação das massas moleculares cm polímeros. 


As análises de misturas bioquímicas de moléculas pequenas, usando CLAE por troca iônica, são agora 
um campo bem estabelecido. Aminoácidos podem ser determinados rapidamente pela CLAE, o que nao 
acontece com a cromatografia líquida clássica. A Figura IX-27 mostra a separação dos aminoácidos 
constituintes de um hidrolisado protéico, usando a CLAE por troca catiônica acoplada a um reator 
pós-coluna, onde se realiza a reação com ninidrina, e a um detector por absorvância no visível. 

Nestes exemplos foram enfatizados o aspecto analítico da CLAE, em que as informações obtidas das 
amostras eram qualitativas e/ ou quantitativas. jPor outro lado, o aspecto preparativo da CLAE, como uma 
técnica conveniente e efetiva para se isolarem quantidades relativamente grandes dos componentes a serem 
purificados, é de interesse na purificação de materiais em grande escala para usá-los como padrão, ou como 
intermediários de sínteses, ou, ainda, como materiais extraídos de produtos naturais para ensaios biológicos^ 
Uma interessante separação de compostos um pouco complexos é ilustrado na Figura IX-28 . 0 cromatograma 
a é uma separação analítica de intermediários na síntese de vitamina B-12 com uma coluna de adsorvente 
pclicular de sílica, com partículas de aproximadamente 50 /<m. O cromatograma b é uma separação 
preparativa em uma coluna de sílica porosa, com partículas de aproximadamente 60 //m, e uma fase móvel 
similar. Foi usada uma baixa vazão para a fase móvel, para se isolarem quantidades em níveis de gramas dos 
componentes, cm uma longa coluna de partículas rclativamcnte grandes, resultando cm um tempo de 
separação rclativamcnte longo. A separação muito rápida destes componentes, com resolução equivalente, 
pode ser esperada com uma coluna de partículas menores (por exemplo, lQwm). 



TEMPO (mm) 

FIGURA IX*26 Separação cromatográfica dc unia mistura dc poliestirenos 

Coluna: CPG-10, 37//m, 550 x 2,1 mm 

Fase móvel: tetrahidrofurano a 0,1 mLVrnin 

Detecção: por índice de retração 

Massas moleculares: t: 1.800.000; 2: 91.800; 3: 4.500 
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FIGURA IX -28 Separações analítica (a) e preparativa (b) de intermediários da vitamina B12. 

Colunas: a: Corasil II, 37-50 //m, 1800 x 2 mm 

b: Sílica Woclm, 37-80 /fm, 240 x 2,3 cm 
Fase móvel: hexano:isopropano!:metanol (5:2:1) 

Vazão: a: 1,2 mlAnin; b: 34 mlVmin 
Amostra: 1: cobester; 2: amidas; 3: amida 


HGURA IX-27 Separação cromatográfica de aminoácidos. 

Colunas: resina de troca catiônica forte, 10//m, a 65°C Coluna I = 40 x 4 mm; coluna II = 220 x 5 mm 
Fase móvel: gradiente com tampão de citrato a 0,5 mlVmin 

Detecção: por absorvância no visível (570 nm) após reação pós-coluna com ninidrina 

Amostra: 1: lisina; 2: histidina; 3: amónia; 4: arginina; 5: ác. aspártico; 6: treonina; 7: serina; 8: ác. glutâmico; 9 

prolina; 10: glicina: 1 1: alanina; 12: cisteína; 13: valina; 14: metionina; 15: isoleucina; 16: leucina; 17: norleucina; 18 
tirosina; 19: fenilalanina. 
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CAPÍTULO X 


1 


PRÁTICAS DE LABORATÓRIO 
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Neste capítulo serão apresentadas algumas experiências relacionadas aos diferentes tipos de 
cromatografia discutidos nos capítulos anteriores. As primeiras são simples e possíveis de serem aplicadas 
em laboratórios sem grandes disponibilidades instrumentais. As experiências relacionadas com 
cromatografia gasosa e cromatografia líquida de alta eficiência são mais complexas, pois exigem um 
equipamento próprio e específico, de custo elevado. 

Durante a fase de elaboração deste capítulo procurou-se optar por experimentos de caratcr didático 
para aumentar o interesse de alunos que utilizarão o presente livro. 

O leitor interessado em outras experiências, principalmente para aplicação cm cursos, poderá recorrer 
à literatura de cromatografia, e principalmente ao Journal of Chemical Education. 





1.1. Separação de ânions 


1.1.1. Materiais 


Preparar as soluções padrões: cloreto de sódio 3% (p/v), brometo de potássio 2% (p/v) e iodeto de 
potássio 2% (p/v). 

Preparar a fase móvel: acetona/água (5:1). 

Preparar o agente revelador: solução de nitrato de prata 1,57% (p/v). 

Cortar várias tiras de papel Whatman n Q 1, como mostra a Figura X-l. 

Utilizar tubos de ensaio (20 x 2,5 cm) como cubas cromatográficas. 

Pdp* I 

2.3 cm 


C 


Cuba 

Crpmato 

grafica 


i 



Papal 



1.5cm 


2 cm 



Linha d» 
Chagada 


Ponto da 
Partida 


FIGURA X-l 


Esquema para a cromatografia em papel. 


J 
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1.1.2. Desenvolvimento 


Colocar 2 mL da fase móvel em 4 tubos de ensaio. 

Colocar 1 gota da solução de cloreto de sódio no papel. Esta gota não pode ter mais que 0,5 cm de 
diâmetro no ponto de partida. Repetir esta operação em dois outros papéis com as soluçoes de brometo e 
iodeto. Feito isto, trabalhar com as três soluções em mistura, tendo o cuidado de colocar uma solução por 

vez, secar a gota para depois colocar a próxima na mesma tira de papel. 

Introduzir as tiras de papel nos tubos, de modo que a extremidade inferior mergulhe na fase móvel, e 
tampar. 

Quando a fase móvel atingir a linha de chegada, remover as tiras dos tubos e deixar secar ao ar. 


1.1.3. Revelação 

Quando a tira estiver seca, umideça-a ou borrife-a com a solução de nitrato de prata. Medir os valores 
de Rf para cada ânion. 


1.2. Separação de cátions 


1.2.1. Materiais 

Preparar soluções padrões dos seguintes cátions: estanho, antimônio, arsênio, cobre, mercúrio, 
bismuto, níquel e tálio, pesando uma quantidade da substância que contenha 0,1 g do cátion. Transferir para 
tubos de ensaio e adicionar 0,2 g de clorato de potássio e 2 mL de ácido clorídrico concentrado. Submeter 
as misturas a aquecimento em banho-maria por 15 minutos. Filtrar as soluções, ainda quente, em papel de 
filtro qualitativo e completar os volumes a 10 mL com ácido clorídrico 5M. 

Preparar a fase móvel: n-butanol saturado com ácido clorídrico 3M (150:60). 

Preparar os agentes reveladores: 

A: Alizarina - solução saturada de alizarina em etanol. 

B: Ditizona - Ditizona 0,1% (p/v) em clorofórmio. 

C: Iodeto de potássio 10% (p/v) em água. 

Cortar duas tiras de papel Whatman n° 1 com dimensões que permitam a colocação da mistura dos 
cátions, bem como de cada um deles individualmente, em cada tira. 

Utilizar duas cubas cromatográfica que possam receber os papéis nas dimensões cortadas. 

1.2.2. Desenvolvimento 

Colocar na cuba cromatográfica uma quantidade de fase móvel suficiente para ter 1,5 cm de altura. 

Em um mesmo papel, colocar uma gota da solução de cada cátion, bem como a mistura de todos cies. 
Repetir o mesmo procedimento na segunda tira de papel. 

Introduzir os papéis nas cubas, tomando cuidado para que a fase móvel não toque o ponto de partida, 
e deixar ocorrer o desenvolvimento. 
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Quando a fase móvel atingir a linha de chegada, retire os papéis c seque-os com o ar quente de um 

secador de cabelos. 


1.2.3. Revelação 

f 

Para a perfeita identificação deste grupo de cátions será necessário a revelação dos dois papéis, 
contendo a mesma seqüência de cátions, com reveladores diferentes. U m dos papéis é borrifado com o agente 
revelador A e colocado no interior de uma cuba previamente saturada com vapor de amónia. Observar os 
resultados. A seguir o mesmo papel é borrifado com o agente revelador B. Observar e anotar os resultados. 
O outro papel é borrifado com o agente revelador C. Observar e anotar os resultados. 

Relatar os valores de Rf desenvolvidos pela fase móvel n-butanol/ácido clorídrico 3M e as cores 
apresentadas pelos cátions depois de borrifados com os agentes reveladores A, B e C. 


2. CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA 


2.1. Separação de derivados cumarínicos 

2.1.1. Materiais 

Preparar soluções etanólicas, 0,1% (p/v): 7-hidroxi-4-metilcumarina, 7-mctoxi-4-mctilcumarina, 
7-aliloxi-4-metilcumarina e 7-acetoxi-4-metilcumarina. 

Preparar a fase móvel: n-hexano/acetato de etila (7:3). 

Utilizar uma placa de vidro (10 x 20 cm), recoberta com sílica gel G. 

Usar uma cuba cromatográfica que possa receber a placa a ser usada. 

2.1.2. Desenvolvimento 

Colocar na cuba cromatográfica uma quantidade de fase móvel suficiente para ter 1,5 cm de altura. 

Preparar a placa colocando 1 gota de cada solução amostra, bem como a mistura de todas as 
substâncias, no ponto de partida da placa. Introduzi-la dentro da cuba e esperar até que a fase móvel atinja 
a linha de chegada. Retirar a placa e secá-la. 

2.1.3. Revelação 

Quando a placa estiver seca, os derivados cumarínicos podem ser observados através da incidência de 
luz ultravioleta, uma vez que quando excitados são fluorescentes. A ordem de aparecimento considerando 
os valores crescentes de Rf será. 7-hidroxi-, 7-acetoxi-, 7-metoxi- e 7-aliloxi-4-metilcuroarina. 

A revelação também pode ser feita em uma cuba cromatográfica contendo vapor de iodo (obtido de 
alguns poucos cristais de iodo sólido no fundo da cuba). A ordem de aparecimento das manchas é a mesma. 


2.2. Separação de nitrofenóis 


2.2.1. Materiais 

Preparar soluções ctanólicas 0,1% (p/v): 4-nitrofcnol, 2-nitrofcnol, 3-nitrofenol e 2,4-dinitrofenol. 
Preparar a fase móvel: n-hexano/acetato de etila (7:3). 

Preparar o agente revelador: uma solução aquosa de permanganato de potássio 5% (p/v). 

Utilizar uma placa de vidro de 10 x 20 cm recoberta com sílica gel G. 

% 

2.2.2. Desenvolvimento 

Seguir as indicações da seção 2.1.2. 

2.2.3. Revelação 

Secar a placa utilizando um secador de cabelos, e a seguir, borrifá-la com o agente revelador. As 
manchas aparecerão com coloração amarela contra um fundo lilás, à temperatura ambiente. 

As substâncias serão observadas na seguinte ordem crescente de valores de Rf : 2,4-dinitro-, 4-nilro-, 
3-nitro- e 2-nitrofenol. 


23. Separação de corantes 


2.3.1. Materiais 

Preparar soluções etanólicas 0,1% (p/v): eritrosina (ou fluoresceína), verde de malaquita e a/ul de 
metileno. 

Preparar a fase móvel: acetona/ácido acético/etanol (2:1:1). 

Utilizar uma placa de vidro de 10 x 20 cm recoberta com sílica gel G. 


2.3.2. Desenvolvimento 

Seguir as indicações da seção 2.1.2. 


2.3.3. Revelação 

Como as substancias já sao coloridas, não se faz necessário o uso de reveladores. As substâncias serão 
observadas na seguinte ordem crescente de valores de Rf : azul de metileno, verde de malaquita c eritrosina 
ou fluoresceína. 
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2.4. Separação de nitroanilinas 


2.4.1. Materiais 

Preparar soluções 0,1M em benzeno: 2-nitroanilina, 3-nitroanilina e 4-nitroanilina. 

Preparar a fase móvel: etanol 2% em benzeno. 

Utilizar uma placa de vidro de 10 x 20 cm, recoberta com alumina neutra. 

2.4.2. Desenvolvimento 

Seguir as indicações da seção 2.1.2. 

2.4.3. Revelação 

Apesar das substâncias já serem coloridas, as cores podem ser intensificadas, borrifando-se a placa 
com uma solução aquosa de hidróxido de sódio. 

As substâncias apresentarão a seguinte seqüência crescente de valores de Rf : 4-nitro-, 3-nitro- e 
2-nitroanilina. 


2.5. Separação de aminoácidos 

2.5.1. Materiais 

Preparar soluções aquosas, 0,1% (p/v): alanina, lcucina, serina e valina. 

Preparar, em um funil de separação, a mistura n-butanol/ácido acético/ água (4:5:1), utilizando a fase 
superior como fase móvel. 

Preparar o agente revelador: ninidrina 0,2% (p/v) cm acetona, onde serão adicionadas algumas gotas 
de piridina um pouco antes de utilizar a solução. 

Utilizar uma placa de vidro de 10 x 20 cm, recoberta com celulose. 


2.5.2. Desenvolvimento 

Seguir as indicações da seção 2.1.2. 

2.5.3. Revelação 

Secar a placa utilizando um secador de cabelos, e a seguir, borrifá-la com a solução de ninidrina 0,2% 
em acetona, contendo algumas gotas de piridina. A seguir, aquecer a placa a 105°C. As manchas aparecerão 
coloridas após cinco minutos de aquecimento, ou após algumas horas, à temperatura ambiente. 

Os aminoácidos aparecerão, após a revelação, como manchas púrpuras na seguinte ordem crescente 
de valores de Rf : serina, alanina, valina e leucina. 
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3. CROMATOGRAFIA POR ADSORÇÃO 


3.1. Separação de fluoreno (1) e fluorenona (2). 



3.1.1. Materiais 


Preparar uma solução contendo 100 mg de 


cada um dos dois sólidos em éter dc petróleo. 


T . i 

i?.'- i' *, 




■‘5 ’ 






Utilizar éter de petróleo como fase móvel e 12 g de alumina neutra, já molhada com a fase móvel, para 
fase estacionária. 

% 

A coluna será construída utilizando um tubo de vidro de aproximadamente 1 cm dc diâmetro interno, 
com uma torneira na saída, ou uma bureta de 50 rnL 

3.1.2. Preparação da coluna 

Com a torneira da coluna fechada, colocar cerca dc 10 mL da fase móvel no tubo c depois um pequeno 
chumaço de lã de vidro, previamente embebido no mesmo solvente. Empurrar o chumaço com um bastão 
de vidro até a conexão do corpo do tubo com a torneira; ele servirá para impedir a saída das partículas. () 
chumaço não deve ser muito comprimido para não reduzir a vazão e para permitir a expulsão do ar, contido 
nele, pelo liquido. Além disso, não deve ser muito grande para não se tornar uma câmara de mistura pós- 
coluna. A parte superior deste tampão deve ser a mais plana possível. Com o tubo contendo cerca dc 1/3 dc 
seu volume de fase móvel, adicionar uma suspensão da fase estacionária na fase móvel. Abrir a torneira para 
deixar o líquido escoar e ao mesmo tempo formar a coluna da fase estacionária. 


Após toda fase estacionária se encontrar dentro da coluna, passar 2 ou 3 volumes da fase móvel para 
acertar o enchimento, deixando sair a fase móvel, até que seu nível atinja o topo da fase estacionária. 


3.1.3. Procedimento 


Colocar no topo da coluna a solução dos dois sólidos a serem separados e abrir a torneira ale que a 

solução atinja o topo da fase estacionária. Adicionar, cuidadosamente, alguns mL da fase móvel e deixe-a 

escoar; repetir o procedimento até ter uma coluna líquida incolor acima do topo do recheio. Colocar uma 

camada de areia (ou da mesma fase estacionária) no topo, para manter a superfície uniforme. Adicionar 
mais fase móvel e iniciar a eluição, recolhendo frações de 25 ml cada. 

Quando a cor amarela atingir a torneira da coluna, começar a coleta. Reunir as frações amareladas c 
evaporar o solvente. O sólido amarelo restante é a fluorenona. 


Evaporar o solvente das frações seguintes (incolores), resultando um sólido branco no fundo dos 
frascos (fluoreno). Quando não houver mais este resíduo branco, interromper a cluição. Reunir os resíduos 

dos frascos correspondentes ao fluoreno. 


Verificar as massas dos dois sólidos recuperados, para determinar o rendimento da separação. Os 
pontos de fusão poderão ser utilizados para dar uma ideia da pureza dos compostos eluídos (fluoreno, p.f. 

114°C (metanol).fluorenona, p.f. 82-83°C (éter de petróleo, 66-75°C)). 


3.2. Separação de extrato de espinafre 


3.2.1. Materiais 

Preparar a amostra, fervendo 50 g de folhas de espinafre, das quais foram removidas as nervuras 
centrais, em 100 mL de água destilada, por 1-2 minutos. Resfriar rapidamente e decantar o líquido. Secar as 
folhas com papel absorvente e colocá-las em um almofariz com uma mistura de éter de petróleo (30-60°C) 
c acetona (80.20), triturando para obter uma solução verde que é decantada em um tubo de ensaio. 

Utilizar éter de petrolco (30-60°C) e acetona como fases móveis, alumina (malha de 200-400) como 
fase estacionária c uma coluna de vidro, de aproximadamente 0,5 x 15 cm, provida de torneira. 


3.2.2. Preparação da coluna 


Seguir as indicações gerais da seção 3.1.2, usando éter de petróleo para preparar a suspensão de 2 g 
de alumina. A coluna devera ter uma altura de aproximadamente 6 cm. 


3.2.3. Procedimento 


Utilizar um conta-gotas para transferir uma porção da amostra para o topo da coluna e abrir a torneira 
até a solução atingir o nível do recheio. Iniciar a cluição com éter de petróleo. Coletar a banda amarela 
quando esta começar a sair da coluna. Mudar a fase móvel para acetona e coletar a banda verde. 


Obter os espetros de absorção no visível (380-700 nm) das duas soluções para identificá-las. A solução 


uma 


amarelada comlém uma mistura de carotcnos, enquanto que a solução de coloração verde contém 

mistura de clorofilas. As soluções assim separadas podem servir para outras análises, como cromatografia 
cm camada delgada ou cromatografia líquida dc alta eficiência. 


3.3. Separação de dicromato e permanganato 

3.3.1. Materiais 

Preparar uma solução contendo K 2 Cr 2 O 7 0,2M c KMnÜ 4 0,2M em H 2 SO 4 0,05M 
Preparar as fases móveis: HNO 3 0,5M e H 2 SO 4 1M. 
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Utilizar .ilumina como fase estacionária e um tubo de 0,8 cm 
ou uma bureta de 25 mL. 


de diâmetro interno, provido de torneira, 


3.3.2. Preparação da coluna 

Seguir as indicações da seção 3.1.2, utilizando HNO 3 0,5M para preparar a suspensão da fase 
estacionária. A coluna deverá apresentar uma altura de 12 cm. 

» 

3.3.3. Procedimento 

Com uma pipeta, colocar 10 mL da solução de amostra no topo da coluna e abrir a torneira até que a 
solução atinja o topo do recheio. Adicionar, cuidadosamente, uma porção de HNO 3 0,5M e iniciar a eluição, 
em uma vazão de 2 mL/min, recolhendo frações de 2 mL cada. Quando toda a primeira banda colorida sair 
da coluna, trocar a fase móvel para H2 SO4 1M e recolher frações de 3 mL até que a segunda banda colorida 
saia. 


Ler as absorbâncias, contra água, das frações mais concentradas em 446 nm (dicromato) e 520 nm 
(permanganato), fazendo quaisquer diluições necessárias para obter uma leitura dentro da escala do 
colorímetro ou espectrofotômctro. Anotar as diluições feitas e diluir as outras frações de maneira similar. 
Ler as absorbâncias de todas as frações diluídas e traçar um gráfico relacionando as absorbâncias obtidas 
versus o número da fração, obtendo assim, o cromatograma correspondente à separação da mistura. 


4. CROMATOGRAFIA POR TROCA IÔN1CA 


4.1. Separação de cátions em resina de troca catiônica 


4.1.1. Materiais 


Preparar três soluções tampões de citrato 0,2M a pH 3,0, a pH 5,5 e a pH 3,0 contendo também NaCI 


0,3M. Estas soluções serão preparadas a partir da quantidade necessária de ácido cítrico. Dissolvê-lo 
volume de 80% do volume final. Titular com NaOH concentrado até o pH desejado (monitorizar 


cm um 


a operação 


com um pHmetro). A seguir, transferir quantitativamente o líquido para um balão volumétrico c completar 

para o volume pré-estabclccido (por cx., 1 L). No caso do tampão contendo NaCI, dissolver o sal com o ácido 
cítrico, ajustar o pH e completar o volume. 


M) 


■ * v,uov;4 .‘▼*12 W C 

C 0 CI 2 . 6 H 2 O, dissolvidos no tampão citrato 0,2M a pH 3,0. Acrescentar gliccrol para uma concentração final 
cm torno de 15%. O gliccrol tem a finalidade de evitar a difusão da amostra ao aplicá-la na coluna. 

Usar como coluna, um tubo dc dimensões reduzidas, por cx., 12 x 0,4 cm, com torneira na saída. 

Utilizar uma resina trocadora de cátions com matriz dc policstircno-divinilbcnzcno e grupo Iroccador 


-SO 3 H 


4.1.2. Preparação da resina 


Pesar a quantidade nceessária de re^in-. .. i 
, , • , ‘ P a a uma eoluna (5 g para a coluna de 12 x 0,4 cm) e colocar 

, , ... ' at ‘ a - Agitar vigorosamente. Deixar em repouso até que a 

^ mnptiíb cinm vp/pc -r- , • . ' ^renadante os materiais finamcntc divididos. Esta operação 

..... - , „ . -ii ‘ P 1 funil de placa de vidro porosa, lavar sucessivamente 

... .... cioriorico 1,5M, 200 mLdc acua destilada. 100 mLde NaQH 


200 mLde 


Niuuu iduipao curau 

a resina para um frasco contendo o mesmo tampão até a ocasião de uso. 



4.1.3. Preparação da coluna 


Colocar um chumaço de lã de vidro no fundo do tubo (acima da torneira) e encher com tampão citrato 

0,2M a pH 3,0. Transferir a resina ativada para o tubo, mantendo uma vazão de 1 mL/min até que a resina 

atinja a altura desejada (por ex., 10 cm), ficando um espaço acima do recheio suficiente para aplicar a amostra 

c a fase movei. Deixar eluir a coluna com um volume do tampão de pelo menos 5 vezes o volume ocupado 
pela resina. 


4.1.4. Procedimento 



Utilizar um volume de amostra contendo aproximadamente 0,3 nM dos eátions para cada um dos 
estudos a serem efetuados, iniciando a cluição tão logo a solução contendo a amostra atinja o topo da coluna. 
Recolher frações de 1 mL com a vazão da fase móvel, de preferência, 1,0 mL/min, à temperatura de cerca 

dc 25°C. 


No primeiro estudo, utilizar como fase móvel somente o tampão citrato 0,2M a pH 3,0. Recolher 45 
frações. 

Para o segundo estudo, após nova aplicação da amostra, eluir 12 frações com o tampão citrato 0,2M a 
pH 3,0 c, a seguir, trocar para o tampão citrato 0,2M a pH 5,5, recolhendo mais 10 frações. 

No terceiro estudo, após aplicação de uma nova amostra, fazer a eluição usando somente o tampão 
citrato 0,2M a pH 5,5. Recolher 10 frações. 

Antes de iniciar o quarto experimento, trocar a fase móvel dentro da coluna, passando 5 volumes do 
tampão citrato 0,2M a pH 3, contendo NaC10,3M. Aplicar a amostra c eluir 12 frações com esta mesma fase 
móvel. A seguir, trocar para o tampão citrato 0,2M a pH 5,5 e recolher mais 10 frações. 


Ler as absorbâncias dc todas as frações recolhidas, contra água, a 510 e 680 nm. Traçar gráficos para 


as duas leituras versus o número das frações. A absorção cm 510 nm é devido ao íon Co 2 + 


e a absorção em 


2 + 3 — 

680 nm é devido ao íon Cu . Na análise dos resultados, lembrar que o ânion citrato tem a capacidade de 

1 _ . * _ * 4 ' I ! 


complcxar vários íons metálicos. 


4.2. Separação de eátions com resina de troca aniônica 


4.2.1. Materiais 


Preparar uma amostra constituída por sais de ferro (1% - p/v) de 
- p/v), dissolvidos cm HC1 12M. 


cobalto (3% - p/v) c dc níquel (2% 
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Preparar lOOmLde HC19M. Preparar 45 mLde HC1 1M diluindo 5mL de HCI9M cm 40 mL de água 
destilada. Preparar 45 ml de HC1 2M diluindo 10 mL de HC1 9M com 35 mL de água. Preparar 30 mL de 
Hei 5M misturando 15 mL de HC1 9M e 15 mL de HC1 1M. Guarde estas soluções em frascos limpos c 

rotulados. 

Utilizar como coluna um tubo de dimensões reduzidas, como por exemplo, 20 x 1 cm, com uma torneira 
em uma das extremidades. 

Empregar uma resina de troca aniônica, com matriz de poliestireno-divinilbenzeno e grupo trocador 

-N(CH 3 ) 3 + cr. 

Preparar 10 mL de cada uma das soluções necessárias para identificar os íons nas frações coletadas, 
solução aquosa de KSCN 0,1M, solução ctanólica de dimctilglioxima 1% (p/v) e NH 4 SCN 10% (p/v) cm 

acetona. 


4.2.2. Preparação da coluna 


Colocar um chumaço de lã de vidro no fundo do tubo e encher com HC1 2M. Suspender 11 g da resina 
neste solvente e introduzi-la, aos poucos, para dentro da coluna, deixando escoar o líquido, até obter a altura 
desejada. A coluna deve conter a solução de HC1 2M até o momento de adicionar as outras soluçoes. Nao 
deixar a coluna ficar seca, pois senão o escoamento será irregular; o líquido escoará pelas falhas da coluna 
e a separação será ineficiente. Adicionar a solução, ou fechar a torneira inferior, toda vez que o nível do 

líquido descer à altura da camada de resina. 


rí 


4.2.3. Procedimento 


Antes de iniciar a separação, trocar a fase móvel para HCl 9M, passando cerca de 15 mL desta pela 
coluna em uma vazão dc 2,5 m L/min. Abaixar o nível da fase móvel até o topo da coluna e fechar a torneira. 
Colocar 2 mL da amostra c abrir a torneira para obter a mesma vazão anterior. Ouando o nível cair novamente 
até o topo da coluna, juntar 5 mL de HC1 9M c recolher uma fração de 5 mL. Adicionar outra porção dc 
5mL dc HCl 9M e recolher 5 mL do cluído cm outro tubo. Repetir com mais 5 mL dc HCl 9M. Marcar cada 
um dos tubos. 

Continuar a cluição, usando 4 porções dc 5 mL dc HCl 5M; recolher 4 frações do eluído, cm tubos 
separados e marcados. 

Completar a cluição usando 5 porções de HCl 1 M; recolher os cluídos cm frações de 5 mL cm 5 tubos 
marcados. 


Anotar as cores dos cluídos de cada uma das frações coletadas. 

Ouando a última porção dc HCl 1 M atingir o topo da coluna, lave-a com 10 mL dc água c com o restante 
da solução de HCl 2M, para deixá-la pronta para uma nova análise. Fechar a torneira quando o nível dc 
ácido estiver cerca dc 2 cm acima do topo da coluna. 

Identificar as várias soluções coloridas comparando-as a soluções dc cloreto de ferro, dc cobalto e dc 
níquel em ácido clorídrico. 

Para determinar a eficiência da separação, fazer cada um dos testes dc identificação com uma gota de 
cada uma das frações coletadas, separadamente, cm uma placa de toque. 

3 "f" 

Para verificar a presença de Fe Juntar à gota a ser pesquisada, uma gota da solução de KSCN 0,1 M. 
O aparecimento de uma mancha vermelho sanguíneo indica a formação do íon Fc(SCN) 2 + 
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Colocar novas gotas cias frações na placa ele toque. Alcalini/ar com algumas gotas ele amónia I5M 

.1 untar uma gota de dimetilglioxima 1% (p/v) em ctanol. Um precipitado vermelho brilhante indica a presenç; 
de níquel. 


Para verificar a presença de cobalto nas frações eluídas, juntar às golas de cada uma das frações uma 

gota da solução de NH4 SCN 10% (p/v) cm acetona. O surgimento de uma coloração azul c devido a formação 
de íons Co(SCN) 2 ' 4 . 


5. CROMATOGRAFIA POR EXCLUSÃO 


5.1. Separação de albumina e azul de bromofenol 


5.1.1. Materiais 


Usar Sephadex G-25, previamente inchado seguindo as instruções do fabricante. Preparar as fases 
móveis: solução salina fisiológica (NaCl, 0,9% p/v) c tampão fosfato de sódio, 0,02M a pH 7,0. Adicionar a 
estas soluções um agente bactcriostático, como por exemplo, azida de sódio, NaN3 , 0,02% (p/v). 

Preparar uma mistura de calibração: Bluc Dextran 9 mg/mL, sulfato de vanadil 90 mg/mL c dinitrofcnol 

5 mg/mL. 

Preparar a amostra misturando 1 niL de soro humano c 1 mL de uma solução saturada de a/ul de 
bromofenol em salina fisiológica. 

Utilizar, como coluna, um tubo de vidro de 60 cm x 1 cm, fechado com uma torneira, ou uma bureta 

de 50 mL. 


5.1.2. Preparação da coluna 

Segundo a metodologia descrita na seção 3.1.2, deste capítulo, rechear o tubo ate uma altura de 30 cm 
com a fase estacionária, usando o tampão fosfato de sódio 0,02M. No final do enchimento a estrutura não 
deve ler rachaduras ou secções descontínuas. Uma certa quantidade de líquido deve permanecer na parte 
superior da coluna que ó protegida por um disco de papel de filtro empurrado cuidadosamente ate atingir 
a superfície superior do gel; este procedimento previne a agitação ao se adicionar a amostra ou eluente. A 
vazão não deve ser menor que 0,5 mL/min. Lavar a coluna com a mesma fase móvel, durante 30 minutos, 
mantendo uma pressão líquida equivalente a 20 mL de água acima da coluna. 

5.1.3. Calibração da coluna 

Retirar ou deixar eluir a maior parte do eluente acima do topo da coluna c introduzir cuidadosamente 
1 mL da mistura de calibração. Após penetração no gel, adicionar 1 mL de eluente para levar o resto do 
soluto. A seguir adicionar 20 mL de eluente c começar a coleta de frações de 1 mL, que poderá ser feita a 
partir do momento em que a mistura de calibração for introduzida. A determinação da concentração do 
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soluto nas frações será feita cspcclrofotomel ricamente nos comprimentos de onda respectivos: Blue Dcxtran, 
630 nm; sulfato de vanadil, 630 nm c dinitrofenol, 400 nm. E’ possível que mais de um pico amarelo se forme 
devido a dissociação do dinitrofenol; considerar como sendo o dinitrofenol, o pico de maior absorçao. 


O Blue Dcxtran c um soluto de alta massa molecular (2x 10 6 ) que tem um valor de K 0 - Ocm Sephadex 
CJ-25. Portanto, seu volume de eluição 6 o volume intersticial da coluna, V 0 . 

Calcular, a partir das dimensões da coluna (diâmetro interno c altura da fase estacionária), o volume 
total da coluna, V c . O volume intrasticial, Vj , do gel 6: 


Vi 


V, - Vo 


Wr X d 


Wr + (d + 1) 


onde, para o Sephadex G-25, o W r , ganho em água do gel seco, é 2,5 mL/g c o d, densidade do gel inchado, 
é 1,13 g/mL 

Repetir a mesma calibração usando salina fisiológica como fase movei. Calcular Vj para as duas 
condições e comparar seus valores. 

Os outros dois solutos, sulfato de vanadil c dinitrofenol, têm pequenas massas moleculares, 
respectivamente 163 e 180. Calcular os valores de Ko para sulfato de vanadil c dinitrofenol, a partir da relação: 


Ko 


Vr - Vo 


Vi 


R 


Quais conclusões podem ser obtidas a partir deste valores? Calcular a mobilidade relativa, R, onde 
Vo/Vr. 

Após lavar a coluna com a solução salina por pelo menos 30 minutos, repetir a experiência usando esta 


fase móvel. Comparar os valores de V Q , R e Ko obtidos usando os dois eluentes. 


5.1.4. Procedimento 

Aplicar 0,4 mL da amostra na coluna, seguindo a metodologia de aplicação descrita em 5.1.3., usando 
a solução salina fisiológica (NaCl 0,9% ) como fase móvel. Coletar frações de 1 mL c, no final de 5 mL, 
determinar as concentrações dos elualos a/uis a 605 nm. Os eluatos contendo proteína poderão ser 
determinados por leitura em 280 nm ou por dosagem por um dos vários métodos disponíveis para proteínas. 
Determinar os valores de Vr e Ko para as duas substâncias. 


5.2. Verificação da redução de metahemoglobinas usando cromatografia por exclusão 


5.2.1. Materiais 


Preparar uma solução tampão fosfato de sódio, 0,02M a pH 7,0. 

Preparar uma solução de metahemoglobina, diluindo 0,1 mL de sangue total tratado com 1 mL de 
tampão fosfato 0,02M a pH 7 e juntando 5 mg (excesso) de ferricianeto de potássio. 

Preparar uma solução de ditionato de sódio, 10 mg/mL. 


Utilizar como fase estacionária, o Sephadex (i-25, previamcnlc inchado 
procedimento da seção 5.1.2. e calibrá-la de acordo com a seção 5.1.3 


Preparar a coluna segundo o 
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5.2.2. Procedimento 


Aplicar 0,2 mL da solução de ditionato dc sódio à coluna e a seguir, 3 mL de tampão. Após cada adição 
esperar o líquido penetrar na coluna. Aplicar 0,5 mL da solução de metahemoglobina. Lavar o topo da coluna 
com 0,5 mL dc tampão e iniciar a eluição, recolhendo frações de 1 mL. Observar a mudança dc coloração c 
explicar. 


6. CROMATOGRAFIA POR BIOAFINIDADE 


6.1. Separação de hemoglobinas glicosiladas 


6.1.1. Materiais 

Preparar as soluções tampão: (1) acetato de amónio 0,25 M a pH 8,5 sendo 0,05M em MgCb e (2) 
borato de sódio 0,1M, pH 6,5, sendo lmM em MnCh . 

6.1.2. Preparação da coluna 

Preparar um tubo cromatográfico (9,0 x 0,4 cm) de modo semelhante à descrição apresentada no item 

3.1.2. Transferir para um funil de placa porosa aproximadamente 1,5 ml do gel (Con A-Sepharosc da 
Pharmacia) e lavar exaustivamente com água (500 ml), sob pressão reduzida, cuidando para que o gel nunca 
fique totalmcntc seco. Após completar a lavagem, transferir a suspensão do gel para o tubo cromatográfico 
até uma altura de 8,0 cm (1,0 ml). Lavar com água e normalizar a vazão para aproximadamente 0,5 ml/mm. 
Lavar a coluna com o tampão (1 ), utilizando um volume correspondente a 8 - 10 vezes ao do gel. Interromper 

a vazão, tomando o cuidado de não deixar secar o gel. 

Obs.: Caso houver dificuldade para preparar o tubo cromatográfico indicado, utilize uma pipeta com 
dimensões aproximadas adaptando na saída um tubo plástico flexível, controlando a vazão por um torniquete. 


6.1.3. Preparação da amostra 

Preparar a amostra, centrifugando a 4(XX) g por 10 min, 20 ml de sangue total colhido na presença de 
anticoagulante (EDTA ou heparina). Desprezar o sobrenadante e lavar o precipitado que contém os 
eritrócitos com 4,0 ml de cloreto de sódio a 1%. Centrifugar na mesma condição anterior e desprezar o 
sobrenadante. Repetir a última operação mais uma vez. Adicionar ao precipitado 6,0 ml de água destilada 
para romper a membrana dos eritrocitos (presso osmotica). Agitar por 1 min, de preferência em agitador 
tipoVortex, e deixar repousar 15 minutos. Centrifugar na mesma rotação anterior por 15 minutos. C) 
sobrenadante contém a hemoglobina e outros componentes dos eritrócitos. 


6.1.4. Procedimento 

Colocar cuidadosamente 0,1 ml do hemohsado no topo da coluna, lavando as paredes do tubo 
cromatográfico com 0,5 ml do tampão (1 ). Usar o mesmo tampo para eluição de hemoglobina não glicosilada 
c recolher frações de 2,0 ml. Determinar as absorvancias das frações recolhidas em 415 nm. Proceder a 


253 


cluição da coluna com o tampão (1) ate que o valor da absorvância, no comprimento de onda indicado, seja 
o valor do branco. A seguir, iniciar a cluição fase estacionaria com o tampuo (2) para as glicoproleínas sei em 
cluídas. Recolher frações de 2,0 ml e determinar suas absorvancias cm 415 mu, Ioda a operaçao pode 

ser realizada à temperatura ambiente. Para calcular a porcentagem de hemoglobina glicolisada cluída, utilize 


a fórmula: 


x 


% Hb glicolisada 


x + 5y 


x 


100 


onde 


x 


absorvância em 415 nm das frações eluídas com tampão (2) 


y 


absorvância em 415 nm das frações eluídas com o tampão (1). 


6.1.5. Comentários 


Uma glicoprotcína pode conter uma ou diversas unidades de carboidratos.Os principais pontos de 
ligação do açúcar na molécula proléica são cadeias laterais de serina, trionina, aspargina, hidroxiprolina, 
lisina e aminoácido N-terminal. Nos eritrocitos de adultos normais são encontrados vários tipos de 
hemoglobinas sendo a mais abundante (90 a 95%) a do tipo A (HbA, 2 subunidades A e duas subunidades 

B). A parte restante (5 a 10%) são hemoglobinas HbA2 (25%), HbF (0,5%), HbAia (0,2%), HbAib (0,4%) 
e HbAic (3-5%). A possibilidade de formação de hemoglobinas glicosiladas nas condições fisiológicas surge 
da reação não catalisada da valina N-lerminal das subunidades B da cadeia da hemoglobina com a 
glicosc-6-fosfato. Na hemoglobina HbAic este é o principal sítio de glicosilaco, embora a literatura cite que 
ocorram sítios secundários na porção N-tcrminal da cadeia a c nos E-amino grupos das cadeias laterais de 
lisina. Nos indivíduos com diabetes a porcentagem de HbAic pode ser o dobro da encontrada nos indivíduos 


normais. 


O grupo proteico heme é o responsável pela absorção da hemoglobina em 415 nM. 

Concanavalina A-Sepharose é uma fase estacionária seletiva para glicopmtcínas e polissacarídeos, 
obtida por ligação covalentc da metaloproleína de planta (Concanavalina A) a Scpharose 4B. Os sítios de 
ligações da Concanavalina A são específicos para os resíduos a-D-manosil ca-D-glucosil. A formação destes 

2 -f ^ 2 + 

sítios de ligação na molécula de Concanavalina A requer a presença de íons Mn c Ca . Qualquer 
glicoproteína que possue cm seu final o grupo a- D- monopiranosil ou a -D-glicopiranosil ligará a Con 
A-Scpharosc. 


Esta resina é armazenada em refrigerador a 3-8°C nas condições específicas do fabricante. 


7. CROMATOGRAFIA GASOSA 


7.1. Otimização da análise e quantificação de uma mistura de hidrocarbonetos 


7.1.1. Materiais e equipamentos 

Preparar uma solução padrão de três (ou mais) compostos alifáticos ou aromáticos (por cx., 
ciclohexano, benzeno c tolueno) na razão dc 1:1:1. Fornecer ao aluno uma amostra contendo os mesmos 
compostos em concentrações desconhecidas. 
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Utilizar uma coluna dc aço inox (0,4 x 200 cm) recheada com fase estacionária de óleo de silicone 
(SE-30 ou similar), 15% sobre Chromosorb W (malha de 80-120). 


Utilizar uma fase móvel consistente com o detector a ser empregado, isto é, nitrogênio para o detector 
por ionização em chama e hidrogênio ou hélio para o detector por condutividade térmica. 

Empregar um cromatógrafo a gás apropriado e seguir cuidadosamente as instruções do fabricante 
quanto ao aquecimento do aparelho, acerto da(s) vazão(ões) do(s) gás(es) e acerto do registrador. 

As condições iniciais de operação do cromatógrafo a gás são: 


Temperatura da coluna 
Temperatura do injclor 
Temperatura do detector 
Vazão do gás de arraste 


= 60°C 
= 130°C 
= 150°C 
= 40 m L/min 


# 


7.1.2. Procedimento 


Após atingidas as condições de operação do cromatógrafo, injetar 2//L de cada um dos componentes 
separadamente e, a seguir, a mistura 1:1:1. Escolher uma atenuação que permita ler todos os picos dentro 
da escala do papel do registrador. Procurar ter os maiores picos possíveis, sem que sejam necessárias 
mudanças da atenuação durante a corrida cromatográfica. 


Medir ou calcular, a partir dos cromatogramas obtidos, Ir , R s (resolução entre os picos adjacentes) e 
n (número de pratos teóricos). 


Repetir o teste, mudando a temperatura da coluna de 15 cm 15°C (até 120°C), mantendo a vazão do 
gás dc arraste cm 40 mL/min. O tempo necessário dc condicionamento da coluna é dc cerca de 20 minutos. 
A partir destas observações, determinar qual c a temperatura ótima, para se obter uma resolução igual ou 
maior a um para todos os componentes da amostra, com o mesmo numero dc pratos teoricos. 

Ajustar a temperatura da coluna no valor ótimo e, usando apenas a mistura 1:1:1, fazer outros 
cromatogramas, variando a vazão do gás de arraste (maior e menor que 40 mL/min.), estabelecendo a vazão 

ótima para esta temperatura. 


Com os parâmetros otimizados, injetar 2//L da amostra desconhecida e determinar o seu conteúdo. 


Injetar a mistura 1:1:1 c a amostra várias vezes e determinar as áreas dos picos; determinar as médias 
das áreas dos picos correspondentes. A partir das médias das áreas dos picos presentes na amostra, calcular 
a percentagem dc cada composto pelo método da normalização: 

% do componente 1 = (área 1 / somatória das áreas) x 100. 


Utilizando a mistura 1:1:1 determinar o fator dc resposta de cada componente, dividindo a 
percentagem real pela observada. Aplicar este fator dc resposta nas médias das áreas dos picos da amostra 
desconhecida para corrigir as suas áreas e, calcular novamente o conteúdo percentual da amostra. 
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7.2. Identificação e quantificação de álcoois superiores em aguardente de cana 


7.2.1. Materiais e equipamentos 


Preparar 10 mL de uma solução padrão contendo 2,6 mg de n-propanol, isobutanol e 3-melil-l-butanol 
(álcool isoamílico) e 2,0 mg de 2-pentanol (padrão interno) em etanol 43% (v/v). Optou-se pela utilização 
de etanol 43% (v/v), por ser este o teor alcoólico mais comumente encontrado em aguardentes. A massa de 
2,6 mg de cada álcool corresponde a 180 mg/100 mL de álcool 100% (expresso em álcool isoamílico), a 
concentração máxima recomendada pela legislação do estado de São Paulo, em bebidas destiladas. 

Usar uma aguardente dc cana, prcfcrencialmente de fabricação caseira. Preparar a amostra 
adicionando 1 mL de uma solução 0,2% (p/v) de 2-pentanol em etanol 43% (v/v) a 9 mL da aguardente. 
Dessa maneira tem-se a mesma concentração do padrão interno na amostra e no padrão, ou seja, 0,2 mg/mL. 

Utilizar uma coluna de aço inox (0,47 x 300 cm) recheada com Hallcomidc M 18 OL 15% cm 
Chromosorb W, ou outra fase estacionária de características de polaridade similares. 


Utilizar nitrogênio como fase móvel. 

Empregar um cromatógrafo a gás equipado com um detector por ionização cm chama. Seguir 
cuidadosamcnlc as instruções do fabricante quanto ao aquecimento do aparelho, ao acerto da vazao do gás 
de arraste, a ignição e alimentação da chama, e ao acerto do registrador. 


As condições dc operação do cromatógrafo a gás sugeridas para este experimento são: 

Temperatura da coluna 

= 100°C 

Temperatura do injetor 

= 130°C 

Temperatura do detector 

= 150°C 

Vazão do gás de arraste 

= 50 mL/min 


7.2.2. Procedimento 


Uma vez atingidas as condições de operação do cromatógrafo, injetar 5/<L da solução padrão, 
obtendo-se um cromatograma similar ao da Figira X-2. Repetir as injeções, ate obter 3 cromatogramas 

similares. 

A seguir, injetar 5 /r L da amostra de aguardente contendo o padrão interno. Repetir as injeções até 

obter 3 cromatogramas similares. 
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I 




TEMPO 


l 

L 

t 

I 

I 


FIGURA X-2 


Cromatograma dc uma amostra padrão dc álcoois superiores. 1. n-propanol, 


2: isobutanol; 3: padrão interno, 4’ 


3-metil-l-butanol. 


i 



Comparar os tempos ele retenção observados nos cromatogramas da solução padrão e da amostra, e 
identificar os álcoois superiores presentes na amostra. 


Calcular as áreas dos picos correspondentes aos álcoois c padrão interno c fazer a media das áreas dc 
cada composto. Utilizando a media das áreas de um dos picos do cromatograma da solução padrão e a área 
do padrão interno, determinar a constante K: 


Aj / Ap — KC 

onde, Aj 6 a área do composto que se deseja determinar a concentração na amostra, Ap é a área do padrão 
interno eCea concentração do composto dc interesse na solução padrão (mg/mL). 

Utilizar o cromatograma obtido na injeção da amostra para o cálculo de Ai e Ap . Utilizando esta 
fórmula e a constante K, já determinada a partir da solução padrão, calcular a concentração de cada um dos 
álcoois superiores na amostra analisada (mg/100 mL). 

Comparar os resultados obtidos na experiência com os valores recomendados pela legislação. 
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7.3. Análise de fármacos em plasma 


7.3.1. Materiais e equipamentos 


Preparar 100 mL de uma solução que contenha 160, 120, 120, 120 e 240 ...* ^ 
orazepam, diazepam e clordiazepóxido, respectivamente, em metanol. A partir desta solução preparar 
diluições em metanol: 1:2, 1:4 e 1:8, que serão as soluçoes de uso. Preparar uma solução de mclaqualona, 

1 mrr/ml pm mplannl mip c pr4 iicqz4q nQrlrãn tnfP.rnO. 


lmg/ml, em metanol, que será usada como padrão interno 


padrão interno, para um tubo de centrífuga com tampa esmerilhada. Repetir o procedimento com as outras 
duas soluções de uso. A cada um dos tubos adicionar 1 mL de plasma de referência (obtido de indivídios 
não medicados nas últimas 72 horas), 1 mL de ácido sulfúrico 0,25M (ou quantidade suficiente para 

- _ . . • _ * ( I «r 1 m in o f i i 


mistura 


3000 rpm, durante 4 min 


de 


clorofórmio. Reunir as fases orgânicas respectivas e evaporar os solventes orgânicos a 4U c. soo o liu 
xo de ar. 

t 

Aos extratos secos adicionar 100// L de metanol, no momento da análise. 

A 1 mL de plasma de um indivíduo que está sendo medicado com um dos fármacos relacionados 
anteriormente, adicionar 25 // L da solução do padrão interno, 100 //L de metanol, 1 mL de H2SO4 0,25M 
e 10 mL de 1- clorobutano destilado. Tratar esta mistura de maneira idêntica às soluçoes padrões, obtendo 

o extrato seco ao qual adiciona-se 100 // L de metanol, no momento da análise. 

Utilizar nitrogênio como fase móvel e uma coluna (0,32 x 120 cm), recheada com fase estacionária 
OV-17, 3% cm Chromosorb W-HP, ou outra coluna com características similares. 


Empregar um cromatógrafo a gás equipado com um programador de temperatura e com um detector 
por ionização cm chama. Seguir cuidadosamente as instruções do fabricante quanto ao aceito do 
equipamento nas seguintes condições: 


Temperatura da coluna 


- 200 a 262° C a 4°C/min 


Temperatura do injetor 


- 280°C 


Temperatura do detector - 280° C 


Vazão do gás de arraste - 40 mL/min 


7.3.2. Procedimento 


Injetar 2//L de cada solução padrão, bem como do mesmo volume da amostra contendo somente 


o 


padrão interno. 


O cromatograma da Figura X-3 mostra a separação obtida para os fármacos citados. Os picos não 
identificados são devido a substâncias endógenas presentes no plasma. 


Após obtenção dos cromatogramas relativos a cada diluição da solução padrão dos fármacos, 


construir 


um gráfico da razao da altura (ou área) do pico do fármaco e altura (ou área) do pico do padrão interno 
versus a concentração do farmaco. Utilizando este gráfico ou o cálculo citado na seção 7.2.2., determinar a 
concentração do fármaco na amostra. 
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FIGURA X-3 


Cromatograma dc uma amostra dc extrato de plasma adicionado de fármacos padrões, 
lorazcpam; 4: diazepam; 5: clordiazcpóxido. 


1* cafeína; 2; o\a/cpum; 2 


8. CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA 


8.1. Análise de analgésicos 


8.1.1. Materiais e equipamentos 

Preparar 50 mL dc uma solução padrão cm metanol contendo ácido acelilsalicílico (86,0 mg), 
salicilamida (87,8 mg), cafeína (28,1 mg) e fcnacetina (11,4 mg) ( Figura X-4). 
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FIGURA X4 Estruturas dc alguns analgésicos. 1: ácido acctilsalicílico; 2: salicilamida; 3: cafeína: 4 fenarclma 


Preparar a amostra triturando um comprimido que contenha um ou mais dos compostos acima c 
adicionando alguns mL de metanol. Filtrar a suspensão para um frasco volumétrico de 10 niL e completar 
o volume com metanol. 


Preparar tampões fosfato 0,025M a pH 5, a pll 7 e a pll 9 dissolvendo quantidades apropiiadas dc 
Na 2 HP (>4 c NaH2P()4 cm água destilada e ajustar o pH com NaOI I ou lh PO-i , através dc um pi 1 metro 


A partir do tampão a pH 7, preparar fases móveis contendo 30, 40, 50 e 60% (v/v) dc metanol. C’om os 
tampões a pH 5 e pH 9 preparar fases móveis com 40 c 50% (v/v) dc metanol. Todas as soluções devem ser 

I 

filtradas antes do uso. 


Utilizar uma coluna de 0,46 x 25 cm contendo um recheio tipo fase reversa (C-18 ou C-8), partículas 
de 10 |fm, ou similar. 


Empregar um cromatógrafo a líquido equipado com uma bomba, válvula rotatória para amostragem 
c detector por absorbância no ultravioleta. 

As condições sugeridas para operação do cromatógrafo são: 


Vazão da fase móvel = 2 niL/min 

Comprimento dc onda do detector = 254 nm 
Volume do amostrador = 10 // L 

8.1.2. Procedimento 

Condicionar a coluna com a fase móvel contendo 60% dc metanol c 40% de tampão fosfato 0,025M a 
pH 7 (cerca de 15 minutos) e injetar 10//L da solução padrão, obtendo-se um cromatograma. 
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Repetir este procedimento com as outras fases móveis preparadas, lembrando de condicionar a coluna 
por 15 minutos cada vez que a fase móvel é trocada (obtém-se o equilíbrio na coluna quando a linha de base 
gerada pelo detector torna-se constante). 

As composições químicas diferentes dos compostos levam a interações diferentes com as fases móvel 
c estacionária, resultando em diferentes cromatogramas. 


Selecionar a fase móvel que proporciona a melhor separação, como mostra a Figura X-5, e confirmar 
a identidade dos picos, injetando os solutos, em metanol, individualmente (não há necessidade de se ter 
soluções de concentração conhecida). 



TEMPO ( min. ) 


FIGURA X-5 Cromatograma dc uma amostra padrão dos analgésicos. 1: ácido acetilsalicílico; 2: salicilamida; 3: cafeína; 

4: fenacetina. 


Usando a fase móvel que deu melhores resultados, injetar 10 /<L da amostra do comprimido, 
identificando os analgésicos presentes. A quantificação pode ser feita comparando-se as áreas dos picos da 
amostra e da solução padrão, corrigindo os volumes usados. 


8.2. Determinação de cafeína em várias bebidas 


8.2.1. Materiais e equipamentos 

Preparar uma solução estoque, em água destilada, contendo 1000 ppm de cafeína (previamente seca 
em estufa a 110°C durante uma hora) e, a partir desta, 4 ou 5 soluções aquosas padrões, contendo de 1 a 40 

ppm de cafeína. 


261 



Preparar a amostra a partir ele uma quantidade típica para consumo de uma bebida contcncn. . 


‘ t r, a 


(café solúvel, chá, coca cola, etc.). Dcgascificar as bebidas carbonatadas por agitação, vácuo ou ultra-som. 
Filtrar a quantidade selecionada de bebida c diluir com água. Sendo que a diluição dependerá da quantidade 
de cafeína na amostra, mais de uma diluição deve ser feita (por cx., 1:5, 1:10 c 1:20). 

Utilizar uma mistura de metanol/água (30:70 v/v) como fase móvel e uma coluna de 0,46 x 25 cm 
contendo recheio do tipo fase reversa (C-18 ou C-8), partículas de 10/rm, ou similar. 

Empregar um cromatógrafo a líquido equipado com uma bomba, válvula rotatofia para amostragem 
e detector por absorbância no ultravioleta 


As condiçocs sugeridas para operação do cromatógrafo são: 
V azão da fase móvel = 2 mL/min 

Comprimento de onda do detector = 254 nm 
Volume do amostrador = 10 //L 


8.2.2. Procedimento 


Condicionar a coluna com a fase móvel (cerca de 15 minutos) c, a seguir, injetar 10// L de cada solução 
padrão c amostra. A ordem de injeção é aleatória e as injeções devem ser repelidas até obter três 
cromatogramas similares de cada solução. 

Calcular as áreas (ou medir as alturas) dos picos de cafeína e, a partir das médias, construir uma curva 

» 

de calibração (método da padronização externa), que é usado para quantificar a amostra. 


8.3. Análise de alguns barbitúricos 


8.3.1. Materiais e equipamentos 


Preparar uma solução de KH 2 PO 4 2 x 10 



e 


Preparar uma solução padrão dissolvendo 10 mg de barbilal, butabarbital, fenobarbital, amobarbital 
sccobarbital em 20 mL de acclonitrila, completando o volume a 25 mL cm um balão volumétrico com 


KH 2 PO 4 2 x 10 M. 


Preparar a solução da amostra adicionando 1 0 mg de barbital a 50 mg da amostra, dissolvendo 
cm 20 mL de acclonitrila e completando o volume a 25 mL com KFb PO 4 2 x 10' 3 M 


a mistura 


Preparar fases móveis, misturando acclonitrila com a solução de KH 2 P() 4 2 x 1()' 3 M, nas porcentagens 

(v/v) de 20, 30, 40, 50, 60 e 70% de acclonitrila. 

Utilizar uma coluna de 0,46 x 25 cm contendo recheio do tipo fase reversa (C-18 ou C-8), partículas de 

10//m ou similar. 


Empregar um cromatógrafo a líquido equipado com uma bomba, válvula rotatória de amostragem c 
detector por absorbância no ultravioleta com comprimento de onda variável. 

As condições sugeridas para operação do cromatógrafo são: 
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Vazão da fase móvel 
Comprimento de onda do detector 
Volume do amostrador 


2 mL/min 

225 nm 
20 /<L 


8.3.2.Procedimento 

Condicionar a coluna com a fase móvel contendo 70% de acetonitrila (cerca de 15 minutos) e injetar 
20 // L da solução padrão obtendo-se um cromatograma. Repetir este procedimento com as outras fases 
móveis preparadas, lembrando de equilibar a coluna por 15 minutos cada vez que a fase móvel é trocada. 

Selecionar as condições que proporcionam a melhor separação, como mostra a Figura X-6 e confirmar 

a identidade dos picos, injetando os solutos individualmente dissolvidos em acetonitrila/KH 2 PO 4 (estas 
soluções não necessitam ter a concentração de barbital conhecida). 

Usando as melhores condições, injetar 20,wL da amostra de concentração desconhecida. 

Calcular as áreas do pico correspondente ao barbital e dos picos dos outros componentes da amostra 
c da solução padrão e, a partir destas, quantificar a amostra pelo método do padrão interno, usando as razões 
dc área do padrão interno (barbital) e dos componentes. 



O 5 10 


TEMPO 

FIGURA X-6 Cromatograma dc uma amostra padrão dc alguns barbitúricos. 

1: barbital; 2: butobarbital; 3: fcnobarbital; 4: amobarbital; 5: secobarbital. 
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APÊNDICES 



Símbolo 


Definição 


A 

As 10 

As 


Cm 

Cs 

dc 


df 

dM 

d p 

dR 


arca 

fator dc assimetria do pico (cm 10% da altura do pico) 
área superficial específica 

concentração do soluto na fase móvel 
concentração do soluto na fase estacionária 
diâmetro interno da coluna 

espessura da fase estacionária líquida 

distância dc retenção da fase móvel; distância de retenção de um componente não retido 
diâmetro da partícula (da fase estacionária sólida ou suporte sólido) 
distância de retenção do soluto 


Dm 

Dm 

Ds 

li 

f 

F 

Fc 

h 

hr 

II 
I Ir 
I 

j 

k.k' 

Ko 

Kr 

L, 

n 

nrcq 

nM 

ns 

N 

Nreq 

P 

P, 

Po 


razão de distribuição de massas = n s /nM = (1-R)/R = PrAm 

coeficiente de difusão do soluto na fase móvel 

coeficiente de difusão do soluto na fase estacionária 
eficiência = tR/w^ 

velocidade do papel registrador 

vazão da fase móvel nas condições ambientes (unidades dc volume por tempo) 

vazão da fase móvel na temperatura da coluna (CG) = F Tc/Ta 

altura equivalente a um prato teórico = IVn 

altura reduzida equivalente a um prato teórico = h/dp 

altura equivalente a um prato efetivo = I7N 

altura reduzida equivalente a um prato efetivo = I I/d p 

índice de retenção (dc Kovats) 

fator dc compressibilidadc (correção dc pressão cm CG) = 3.\ (Pi/Po) 2 -l\/2 \ (Pi/Po) 3 -1 \ 

fator de capacidade; grau dc retenção = n s/n M = Pr/Tm ( vcr D m ) 

coeficiente dc distribuição, participação ou retenção = Cs/Cm = D m/3 

coeficiente de retenção (ver Kd) 

comprimento da coluna 

número dc pratos teóricos = 16t R /w b = 5,545t R /w b 

número de pratos teóricos requeridos: 16R$ [(a/(a-l)] [(D m 2-1)/D m 2]2 = 16R| [a*/(CT*- 1)] 2 
número dc moléculas do soluto na fase móvel 

número de moléculas do soluto na fase estacionária 

• 2 2 ’ 2 2 

número dc pratos efetivos = 16t R /w b =5,545t R /w h 

número de pratos efetivos requeridos = 16R|[cr/(a-l)p 
Pressão 

pressão na entrada da coluna 
Pressão na saída da coluna 
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Símbolo 

n,p 

R 

Rs 


tM 


tR 


»'R 

T 


T 


T, 


TÁ 


u 


V c 


Vcxl 


Vi 


v m 


Vn 

Vr 


V 


R 


V 


R 


+ W 


Vs 


Definição 

retenção relativa a um padrão = t R| /t Rp (p = padrão) 
fator de retenção = n M /(n M + n s ) = t M /t R 
resolução = 2(t R2 - t R1 )/(w bl + w b2 ) 

tempo de retenção da fase móvel; tempo de retenção de um componente nã pc 

estacionária = dM/f 
tempo de retenção do soluto = dR/f 
tempo de retenção ajustado (Pr = tR - tM) 
temperatura (Kelvin) 
temperatura ambiente 
temperatura da coluna 

número de separação (trcnnzahl) (CGAR) = [0 r 2‘ 1 R1 ( w h2 

velocidade linear da fase móvel - UtM 

2 

volume (geométrico) da coluna = d c JTI74 
volume do sistema externo à coluna 
volume da fase móvel na coluna = Vm-V C xi 

volume dc retenção da fase móvel; volume da fase móvel cluído da coluna durante a passagem dc um 

componente não retido pela fase estacionária = t.vil' ((-!-) = ImI‘c (C-Cí) 

% 

volume da retenção ajustado e corrigido = V R j 
volume dc retenção do soluto = tRl : (CL) = t R I' c (C(í) 
volume dc retenção ajustado (V‘r = Vr - Vm) 
volume dc retenção corrigido (CG) = V rJ 

volume da fase estacionária (volume do líquido (CGL, CLL); volume dc sítios ativos (CGS, CliS)) 


hl 


)]-» 



volume total do sistema cromatográfico = V c -f V cxt 
largura do pico na linha dc base (entre tangentes) 

% 

largura do pico a meia-altura 
massa 

fator dc separação (picos adjacentes) = t R1 /t R1 =D m 2/I ) ml 

separação (picos adjacentes) = t R2 /t R1 

razão dc volumes das fases (Vm/Vs) 

parâmetro da força da fase móvel (C1JL) 

parâmetro da força da fase móvel (CIJs) 

viscosidade 

velocidade reduzida da fase móvel = u dp/I) M 
densidade 
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SÍMBOLO S PARA CROMATO C.RAFIA pi aniap 

Símbolo Definição 

tJm distância dc migração da fase móvel 

dr distância dc migração do soluto 

D P razão de distribuição = Rf /(1-R f ) = d r /(d m -d r ) 

np número de pratos teóricos = 16 d /w 

** f fator de retenção = dr/d m 

^ resolução = 2(d rl -d r2 )/( Wjl + w j2 ) 

^ largura (longitudinal) da mancha 

a P fator de separação = d R1 /d R2 = R^/Rp 


Rr 

Rs 


ws 


a 




3 . 


SÍMBOLOS PARA CROMATOGRAFIA FOR EXCLUSÃO 


Símbolo 


Fc 


h r 

k‘ 

Ko 


N 

R 

R, 

V c 


V 


V 


V 


Vo 


ext 


Vr 

V. 


Wb 


P 

OBS: 


Definição 

diâmetro das partículas da matriz (fase sólida) 
vazão dc fase móvel 

altura equivalente a um prato teórico = I7n 
altura reduzida = h/d p 

fator dc capacidade = (Vr-V 0 )/Vo 

coeficiente dc distribuição Cs/Cm = (Vr-Vo)/V 


comprimento da coluna 


número de pratos teóricos = 16 V 2 /w 2 

1 K b 

Número de pratos efetivos = 16 V^r7w 2 
mobilidade relativa = Vo/Vr 
resolução = 2(VR2-VRi)/(wbi + wh:) 
volume total da coluna = V n + V, + Vg 

volume da fase móvel externo a coluna; volume nas conccçòcs, etc 


volume da matriz (fase solida) 

volume intrasticial; volume da fase móvel dentro dos poros da matriz 

volume intersticial; volume da fase móvel na coluna fora dos poros da matriz; volume dc retenção dc 
componente complctamentc cxclufdo 

volume dc retenção do soluto 

volume total da fase móvel = Vo + V, + V c .xi 

largura do pico na linha de base (entre as tangentes) 

razão dc fases = V 0 /Vi 

os parâmetros dc retenção, etc., da cromatografia dc exclusão são normalmcntc indicados pelos volu 
correspondentes; porem poder-se-ia também utilizar os tempos, definidos: V = iFr ou t = v/r 


um 
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4 . 


MÓVEIS USADAS EM CROMATOGRAFIA LÍQUIDA 


Fase móvel 


ó 


n 

(mPa.s,25°) 


I.R. 

(2(TC) 


(3 

7 

I.R. 


polaridade segundo Snydcr para cromalografia por adsc 
polaridade segundo Ilildchrand para cromalografia por 


= viscosidade 
= fndice de rc fração 
= ponlodc ebulição 

= comprimento de onda limite para uso com detector por obsorvância no ultravioleta 


p.c. 

(°C) 


uv 

(nm) 



perfluorohexano(FC78) 

-0,25 

6,0 

0,39 


J / 

ZIU 

l,l,2-tricloro-l,2,2- 

trifluoroctano (FC113) 

0,00 

7,1 

0,68 

1,3537 

48 

230 

n-pentano 

0,00 

7,1 

0,22 

1 ,3575 

36 

200 

n-hexano 

0,01 

7,3 

0,29 

1,3751 

69 

200 

n-heptano 

0,01 

7,4 

0,39 

1,3878 

98 

200 

2,2,4-trimetilpcntano 

0,01 

7,0 

0,49 

1,3915 

99 

200 

(isooctano) 

n-decano 

0,04 

- 

0,92 

1,4102 

174 

210 

ciclohexano 

0,04 

8,2 

0,90 

1,4266 

81 

210 

ciclopentano 

0,05 

8,1 

0,42 

1,4065 

49 

210 

dissulfeto de carbono 

0,15 

10,0 

0,35 

1,6319 

46 

380 

tetracloreto de carbono 

0,18 

8,6 

0,91 

1,5940 

76 

265 

éter di-n-butil 

0,25 

- 

0,64 

1,3992 

142 

220 

m-xileno 

0,26 

8,8 

0,62 

1,5372 

139 

290 

1-clorobutano 

0,26 

8,4 

0,42 

1,4021 

78 

225 

1-cloropentano 

0,26 

9,0 

0,43 

1,4127 

108 

225 

éter di-n-propil 

0,28 

7,3 

0,45 

1,3809 

91 

220 

cterdiisopropil 

0,28 

7.3 

0,38 

1 ,3679 

68 

220 

2-cloropropano 

0,29 

8,4 

0,30 

1 ,3777 

36 

225 

tolueno 

0,29 

8,9 

0,56 

1,4961 

111 

285 

1-cloropropano 

0,00 

8,3 

0,35 

1,3879 

47 

225 

elorobenzeno 

0,30 

9.6 

0,80 

1,5241 

132 

280 

bcn7cno 

0,32 

9.2 

0/) 1 

1 ,50 1 1 

80 

280 

bromoetano 

0,35 

8,8 

0,38 

1 ,4604 

38 

- 

eter metil-t-butil 

0,35 

- 

0,77 

1,3690 

55 

210 

sulfeto de dietila 

0,38 

8,9 

0,45 

1,4004 

208 

290 

éterdictil 

0,38 

7,4 

0,22 

1,3526 

34 

220 

clorofórmio 

0,40 

9,3 

0,53 

1 ,4459 

62 

245 

dicloromctano 

0,42 

9,7 

0,43 

1,4242 

40 

230 
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4. 


PROPRIEDADES DE FASES MÓVEIS USADAS EM CROMATCKiRAFIA LÍQUIDA 


Fase móvel 


ò 

77 

IR. 

pc 

UV 

f 

f 

(mPn.J.ZV) 


Cf) 

(nni) 

1,2-dicloroctano 

0,44 

9,7 

0,78 

1,4448 

84 

225 

2-butanona (MHC) 

0,51 

9,3 

0,38 

1,3788 

80 

330 

2-nitropropano 

0,53 

9,9 

0,84 

1,3944 

120 

380 

trictilamina 

0,54 

7,5 

0,38 

1,4010 

89 

280 

acetona 

0,56 

9,9 

0,32 

1,3588 

56 

330 

l f 4-dioxano 

0,56 

10,0 

1,20 

1 ,4224 

101 

210 

tetrahidrofurano 

0,57 

9,1 

0,46 

1 ,4050 

67 

210 

acetato de etila 

0,58 

9,6 

0,44 

1 ,3723 

77 

250 

acetato de metila 

0,60 

9,2 

0,36 

1,3595 

57 

260 

1-pentanoI 

0,61 

9,8 

4,10 

1,4101 

137 

210 

anilina 

0,62 

10.3 

4,40 

1 ,5863 

184 

325 

dietilamina 

0,63 

8,0 

0,37 

1 ,3864 

56 

275 

nitrometano 

0,64 

11,0 

0,62 

1,3817 

101 

380 

acetonitrila 

0,65 

11,7 

0,34 

1.3442 

82 

190 

1-aminopropano 

- 

8.7 

0,35 

1 .3870 

48 

270 

piridina 

0,71 

10,7 

0.88 

1 .5095 

116 

305 

tricloroetilcno 

- 

9,2 

0,57 

1,4773 

87 

* 

tetracloroctilcno 

- 

9,3 

0,90 

1,5053 

121 

* 

N,N-dimctil formamida 

- 

12.1 

0.92 

1,4305 

150 

270 

2-metoxictanol 

0,74 

11.4 

1.72 

1,4024 

125 

220 

carbonato dc propileno 

- 

13,3 

- 

1,4189 

2J 

- 

dimetilsulfóxido 

0,75 

12,8 

2.00 

1,1014 

189 

265 

2-propanol 

0,82 

11,5 

2.30 

1 ,3776 

82 

210 

1-propanol 

0,82 

10,2 

1,99 

1,3850 

97 

240 

etanol 

0,88 

12.7 

1,08 

1.361 1 

78 

210 

metanol 

0,95 

12,9 

0.55 

1 ,3288 

65 

205 

1,2-etanodiol 

UI 

14,6 

17,20 

1,4318 

199 

210 

ácido acético 

- 

12.4 

1,16 

1.3716 

118 

250 

áeua 

• 

23,4 

0,89 

1 .3330 

100 

- 


E° 

ò 

V 

I.R. 

p.e. 

UV 


= escala de polaridade segundo Snydcr para cromatografia por adsorção (fase normal) 

= escala de polaridade segundo Hildebrand para cromatografia por partição (fase normal) 

= viscosidade 
= fndicc de refração 
= ponto de ebulição 

= comprimento de onda limite para uso com detector por obsorvância no ultravioleta 
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COMPARAÇÃO DAS MALHAS DOS SÓLIDOS USADOS EM CROMATOORAF 



abertura 
na peneira 
m 


1680 

1600 


LUA 1 c 


12 


número da peneira 

«ra- 


io 


10,5 


* os números da peneira especificam a faixa das malhas superiores e inferiores das Dartículac 

1 ASTM E-ll-61 H 

2 8-GP-16 

3 BS-4 10-62 

4 JIS Z 8801 

5 DIN4188 

6 AFNOR X-l 1-501 


RI-A* c 

rranca 



33 


1410 

14 

-- 

12 

mm 

1400 


12 

-- 

-- 

1250 

mm 


— 

32 

1200 


14 

— 

-- 

1190 

16 


14 

-- 

1000 

18 

16 

16 

31 

850 


18 


— 

841 

20 

-• 

— 

— 

840 

» m 


20 

-- 

800 

m m 

mm 

-- 

30 

710 


22 

24 

— 

707 

25 

mm 

-- 

— 

630 


mm 

• • 

29 

600 

• • 

25 

•- 

-• 

595 

30 


-- 

— 

590 

-- 

• • 

28 

-- 

500 

35 

30 

32 

28 

420 

40 

36 

36 

-- 

400 

-- 

• . 

• • 

27 

355 

•• 

44 

• • 

• • 

354 

45 

• « 


_ * 

350 

— 

. . 

42 


315 

— 

-- 

• - 

26 

300 

-- 

52 



297 

50 

-- 

48 


250 

60 

60 

55 

25 

210 

70 

72 

65 


200 


— 

- - 

24 

180 

— 

85 



177 

80 

-- 

80 

m o» 

160 

90 

-- 

-- 

23 

150 

— 

100 



149 

100 

-- 

100 


125 

120 

120 

120 

22 

105 

140 

150 

145 


100 








• • 

21 

90 

— 

170 



88 

170 

-- 

170 


80 





75 

-- 

200 


20 

74 

200 

-• 

200 


63 

230 

240 



62 

— 


250 

19 

53 

270 

300 

280 


50 





45 

•• 

350 


18 

44 

325 

-- 

325 


40 

-- 




37 

400 



17 
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I •- 1 
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absorção 


acoplamento do ligante CB 125,130 



adsorção 18,62 


adsorventes 47, 63 


agarose 78, 106 


agente cromogênico 34 


altura do pico 169 


altura equivalente a um prato efetivo 25 


altura equivalente a um prato teórico 25, 145 


alumina 48,63,190 


análise frontal 16, 17 


análise qualitativa 


CP 


.40 


CG 


. 166 


análise quantitativa CCD 55 


CP 


40 


CG 


l (>8 


aplicação de amostra CCD 52 


CP 


38 


aplicações CCD 

CG 

CLAE 

CLC 

CB 

CE 

CTI 

área do pico 

ativação de matrizes CB ... 
atividade cromalográfica . . 

bomba pneumática 

recíproca 

tipo seringa 

calibração externa 

câmara cromatográfica . . . 
capacidade dc troca iônica 

celulose 

classificações dc cromatografia 
coeficiente de distribuição . . 


. . .5íi 

. . 174 
. . 229 
. . .70 
. . 137 
. . 114 
. . .90 
. . 169 
. . 125 
. 62. 63 
214, 

212 , 

213, 


. .82,84 
. .49,77 
. .15, 16 
. .23,99 


215 

213 

214 
170 
.34 
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coletor de frações 

4 

coluna capilar 

coluna cromatográfica, CG 


coluna seca 

coluna, cuidados, CLAE 


CLAE 
CLC . 
CB . . 
CE . . 


diâmetros 


CG . . . 
CLAE . . 

constante dielétrica da fase móvel 
controle de pressão, CLAE . . . . 
controle de temperatura, CP . . . 

CG . . . 
CLAE . 
CB . . . 
CT1 . . 


controle de vazão, CG 


CLAE 
CE . . 


cromatografia, aspectos históricos 


classificações 


cromatografia ascendente 

cromatografia bidimensional 

cromatografia com fase ligada 

cromatografia com fase normal 

cromatografia com fase reversa 

cromatografia descendente 

cromatografia cm camada delgada . . . 

cromatografia cm coluna 

cromatografia em coluna seca 

cromatografia em papel 

cromatografia gás-líquido 

cromatografia gasosa 

cromatografia gasosa com coluna capilar 

cromatografia gás-sólido 

cromatografia líquida 

cromatografia líquida clássica 

cromatografia líquida com fase ligada 
cromatografia líquida de alia eficiência 
cro'malografia líquida por adsorção . . 
cromatografia líquida por pares de íons 

cromatografia líquido-líquido 

cromatografia líquido-sólido 

cromatografia planar 

cromatografia por adsorção 


I • • t I 





155, 156 


. . 155 
. . 207 
. . .61 
. . 131 
. . 110 



.15, 155, 156, 207 

1 55, 1 56 

186 

36 

217 

36 

164 

228 

132 

76 

154 

212 

110 

13 

15 


31 14 S4 
• • • • • % ' * ^ % B * • f 

32, 34, 54 

. 10, 102. 108, 100 

.... 16, 37, 102 

.... 16, 38, 102 

32. 34 

47, 24 1 

70, 73,07, 143, 185 

08 

.31,-241 

145 

. . . . 15, 143, 254 

156 


145 

15 

. . . 16, 70, 185 

102 

16,81, 185, 250 
. . 70, 180, 246 

102 

101 

189 

31,47 

. 70, 6 1 , 1 80, 246 
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cromatografia por bioafmidadc 

cromalografia por deslocamento 

cromalografia por eluição 

cromalografia por exclusão 

cromalografia por filtração cm gel 

cromalografia por partição 

cromalografia por permeação cm gel . . . 

cromalografia por troca iônica 

cromalografia preparativa 

cromatografia supcrcrítica 

cromatógrafo a gás 

cromatógrafo a líquido 

cromatograma, cromalografia cm coluna . 

cromatografia gasosa . . . 
cromatografia planar . . . 

cuba cromatográfica 

desenvolvimento, CCD 

CP 

CB 

desenvolvimento bidimensional 

desenvolvimento múltiplo 

deslocamento 

CB 

dessorção, CB 

detecção, CCD 

CP 

CG 

CLAE 

CE 

detector, características, CG 

CLAE 

detector de radiotividade 

detector diferencial 

detector eletroquímico 

detector específico 

detector integral 

detector polarográfico 

detector por absorvância no infravermelho 
detector por absorvancia no UV c visível 

detector por captura de elétrons 

detector por condutividadc elétrica . . . 
detector por condutividadc térmica . . . 

detector por fluorescência 

detector por índice de refração 

detector por ionização em chama 

detector seletivo 

detector termiônico 

detector universal 


. . . . 19 , 119,253 

... .17 

* • • • • 

17 

• • • • f 

18 , 97 , 193 , 204 , 251 

97 

# • • • • 

18 , 191 

97 


19 , 74 , 193 , 203 , 248 
61 , 88,114 

15,19 

153 

211 

20 

145,146 

20 

34 

54 

32 , 34 

124 

• • • 9 

32 , 54 

55 

16,17 

133 

136 

• • • * * 

53 

30 

158 




18 


. .110 
. . . 165 

218,219 

. . . 227 
. . . 159 
... 227 
. . . 158 
. . . 160 
... 227 
... 224 


220 , 221,222 
. . 162,163 
227 

160 

224 

225 

. . 161,162 
. . 158,219 

164 

. . 158,219 
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dcxtrano 

diâmetro de partículas 

distância de retenção 

eficiência 

eluição 

CB 

CG 

CLC 

CE 

CTI 

eluição isocrática, CLAE 


eluição por gradiente, CLAE 

CTI 

enchimento de coluna, CLAE 

CLC 

equipamento, CG 

CLAE 

CE 

equação de VanDeemter 

faixa de linearidade (detector), CG 

CLAE .... 

fase estacionária, CCD 

CP 

CG 

CLAE 

CLC 

CB 

CE 

CTI 

fase estacionária líquida, CG 

fase estacionária quimicamente ligada, CLAE 

fase estacionária sólida, CG 

CLAE 

fase móvel, CCD 

CP 

CG 

CLAE 

CLC 

CB 

CE 

CTI 

fase móvel, propriedades 

fase normal 

em CP 

em CLAE 

fase quimicamente ligada 


m m 


• • 


• • 


• • • • • 


• • 


. . 105,122 
63 , 1 %, 272 

. . . 20 , 146 
23 , 25 , 145 
. . .17 
. . 133 
. . 143 
. . .66 
. . .99 
. . . 88 
215, 216 

. . .88 
215, 216 
. . .88 
. . 207 

. . .65 
. . 152 
. . 210 
. . 109 

. . 146 


218 , 


. . 158 

219 , 220 
. . .48 
. . .31 
. . 148 
. . 198 
. . .63 
. . 125 


98 , 99 , 103 , 111 , 204 , 205 
. 74 , 83 , 86 , 203 , 204, 205 

149,152 

200 , 201,202 

148,149 

195,196 

52 


. . . 33,34 
. 153, 161 

195 

64 

119 

. . 110, 113 
86 

. . 270,271 

16 

37 

192 

. 17 , 19, 200 
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fase reversa 

cm CP 

em CLAE 

fator cie capacidade 

fator de resposta 

fator de retenção 

fator de separação 

frente da fase móvel 

gás de arraste 

gel, natureza 

em CE 

cmCTI 

••••••li 

gradiente 

grupos trocadores de íons 

história da cromatografia 

índice de retenção 

injeção, CG 

CLAE 

largura do pico 

largura do pico a meia altura 

ligantes específicos, CB 

limite de exclusão 

limite de transparência da fase móvel no UV 

malha 

mati i/es inorgânicas 

em CB 

CE 

CTI 

mecanismo de separação 

em CCD 

CP 

CG 

CLAE . . . 
CLC .... 

C B 

CE 

CTI 

medidas de pressão 

medidas de vazão 

metacrilato hidroxialquil 

mobilidade relativa 

normalização 

número de pratos efetivos 

número de pratos requeridos 

número de pratos teóricos 

números de Mc Keynolds 

padrão externo 

padrão interno 


16 

37 

192 

23 

170 

22 , 33 , 34, 54 

23 

33 

. . 153, 156 

104 

104 

76 

... 88, 221 

81 

...... 13 

150 

154 

217 

169 

169 

..... 119 

103 

270 

272 

75 

124 

103 

75 

15 

47 

31 

143 

189 

62 

. . . 119,120 
. . 97 , 99, 100 

74 

217 

229 

123 

99 

170 

25 

26 

.... 24, 145 
. . . 150, 151 

170 

... 171 
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Esta obra contém infornjações básicas, 
teóricas e práticas sobre os ínétodos 
cromatográficos: técnicas de larga 
aplicação em química e bioquímica na 
pesquisa e na indústria. •, 

Ela se destina tanto aos cursos de 
graduação quanto aos de ^ 

pós-graduação como livro introdutório 
às técnicas de separação " 
cromatográfica. Pode, também, sçrvir 
aos pesquisadores que precisam usar a 
cromatografia, sem necessitar, no 
entanto, de uma base teórica mais 
aprofundada. 







